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Purifikasi dan Karakterisasi Enzim Linamarase Kacang Arbila (Phaseolus 
Lunatus L). 
Pembimbing : 1. Dr. Siti Narsito Wulan, S.TP.M.P. M.Sc 




Kacang arbila merupakan salah satu jenis kacang lokal yang ditemukan di 
daerah Nusa Tenggara Timur, Indonesia. Kacang arbila memiliki kandungan 
nutrisi yang dapat bermanfaat sebagai sumber makanan. Namun, kacang arbila 
mengandung senyawa beracun berupa glikosida sianogenik yaitu linamarin. 
Senyawa tersebut berpotensi menghasilkan sianida  karena melepaskan racun 
berupa hidrogen sianida (HCN) yang terbentuk dari hidrolisis linamarin oleh enzim 
linamarase (β-glukosidase). Senyawa glikosida sianogenik apabila dikonsumsi 
secara lansung dapat mengaktifkan enzim linamarase didalam pencernaan 
sehingga berpotensi untuk menghasilkan senyawa HCN yang menyebabkan 
keracunan. Beberapa upaya telah dilakukan bertujuan untuk meminimalkan efek 
senyawa beracun salah satunya dengan proses pengolahan tetapi ditemukan 
adanya sisa senyawa residu sianida yang masih beracun setelah proses 
pengolahan. Hal ini terjadi karena kurangnya mengoptimalkan kondisi optimum 
enzim linamarase dalam menghidrolisis linamarin selama proses pengolahan. 
Aktivitas enzim linamarase merupakan kunci awal dari pembentukan senyawa 
HCN bebas dan aseton sianohidrin yang menyebabkan  kacang menjadi beracun.  
Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh dan mengevaluasi karakteristik 
enzim linamarase hasil purifikasi dari kacang arbila, menguji pengaruh pH dan 
suhu optimum aktivitas enzim linamarase dapat diaplikasikan dalam proses 
detoksifikasi sianida, serta menguji engaruh penambahan enzim linamarase 
eksogen dalam memaksimalkan  kontak antara enzim dan substrat sehingga 
terjadi pembebasan sianida pada kacang arbila.Tahapan penelitian meliputi 
penelitian pendahuluan dan penelitian utama yang terdiri dari penelitian tahap satu 
dan penelitian tahap dua. Tahap penelitian pendahuluan bertujuan untuk 
menganalisa bahan baku kacang arbila meliputi : analisa kadar sianida, air, abu, 
lemak, protein. Selanjutnya penelitian tahap satu meliputi: ekstraksi linamarin, 
ekstraksi enzim linamarase dengan buffer fosfat,  pengkuruan kadar protein enzim 






optimum ammonium sulfat, presipitasi enzim linamarase, dialisis, karakterisasi 
enzim linamarase terhadap  pH dan suhu dengan beberapa tingkatan serta 
dilakukan pengujian stabilitas enzim terhadap pH dan suhu. Kemudian penelitian 
Tahap dua yaitu aplikasi enzim linamarase hasil purifikasi untuk menguji pengaruh 
penambahan enzim dalam memaksimalkan kontak antara enzim linamarase dan 
substrat.  Diharapkan dengan adanya aplikasi tersebut dapat menunjukan aktivitas 
linamarase dalam menghidrolisis linamarin secara maksimal sebagai upaya untuk  
membantu  penurunan kadar sianida.  
Hasil penelitian menunjukkan bahwa enzim linamarase mengalami 
peningkatan aktivitas spesifik setelah proses purifikasi dialisis yaitu 9,42 U/mg, 
dibandingkan dengan sebelum crude enzimnya yaitu 2,80 U/mg. Enzim 
mengalami peningkatan kemurnian 3 kali lipat dari crude enzimnya. Pengaruh 
aktivitas enzim linamarase terhadap variasi pH dan suhu yaitu diperoleh pH 
optimum 5,5 dan stabil pada kisaran pH 5 -6, sementar itu untuk suhu optimum 
diperoleh 50oC dan stabil pada kisaran , sementara itu pengaruh variasi pH dan 
suhu terhadap stabilitas enzim diperoleh 45 – 55oC. Penambahan enzim 
linamarase sebanyak 200 µl mampu membebaskan total sianida sebesar 1933,76 
ppm dibanding dengan tanpa penambahan enzim, total sianida yang terukur hanya 
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Purification and Characterization of Linamarase Enzyme in Arbila Bean 
(Phaseolus Lunatus L) 
Pembimbing : 1. Dr. Siti Narsito Wulan, S.TP.M.P. M.Sc 




Arbila beans are the local beans found in East Nusa Tenggara, Indonesia. Arbila 
beans contain nutrients that can be useful as a food source. However, arbila beans 
contain a toxic compound in the form of a cyanogenic glycoside, namely linamarin. 
This compound has the potential to produce cyanide because it releases toxins in 
the form of hydrogen cyanide (HCN) which is formed from the hydrolysis of 
linamarin by the enzyme linamarase (β-glucosidase). Cyanogenic glycoside 
compounds when consumed directly can activate the linamarase enzyme in the 
digestive tract so that it has the potential to produce HCN compounds that cause 
poisoning. Several attempts have been made to minimize the effects of toxic 
compounds, one of which is by processing, but it was found that there were 
residual cyanide compounds that were still toxic after processing. This is due to 
the lack of optimizing the optimum conditions for the linamarase enzyme to 
hydrolyze linamarin during the processing. The activity of the linamarase enzyme 
is the initial key to the formation of free HCN compounds and acetone cyanohydrin 
which causes bean to become toxic 
The  aimed of study to obtain and evaluate the characteristics of the purified 
linamarase enzyme from arbila beans, to determine the effect of pH and optimum 
temperature on the activity of the linamarase enzyme that can be applied in the 
cyanide detoxification process, and to examine the effect of adding exogenous 
linamarase enzyme in maximizing the contact between the enzyme and the 
substrate so that cyanide liberation occurs. on arbila beans. The research stages 
include preliminary research and main research consisting of stage one research 
and stage two research. The preliminary research phase aims to analyze the raw 
materials of arbila beans include :  analysis of cyanide levels, water, ash, fat, 
protein. Furthermore, the first stage of research includes: linamarin extraction, 
linamarase enzyme extraction with phosphate buffer, measurement of linamarase 
enzyme protein levels, measurement of linamarase enzyme activity, determination 






precipitation, dialysis, characterization of linamarase enzyme to pH and 
temperature with several levels and Enzyme stability testing was carried out to pH 
and temperature. Then the second stage of research is the application of the 
purified linamarase enzyme to test the effect of adding the enzyme in maximizing 
the contact between the linamarase enzyme and the substrate. It is hoped that this 
application can show the activity of linamarase in hydrolyzing linamarin maximally 
as an effort to help decrease cyanide levels. 
The results showed that the linamarase enzyme had increased specific activity 
after the dialysis purification process, which was 9.42 U/mg, compared to before 
the crude enzyme was 2.80 U/mg. Enzymes have increased purity 3 times from 
crude enzymes. The effect of linamarase enzyme activity on variations in pH and 
temperature is that the optimum pH is 5.5 and stable in the pH range of 5-6, 
meanwhile the optimum temperature is obtained at 50oC and is stable in the range 
of 45-45, while the effect of variations in pH and temperature on enzyme stability 
is obtained at 45- 55oC. The addition of the enzyme linamarase as much as 200 l 
was able to liberate the total cyanide of 1933.76 ppm compared to without the 
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BAB I. PENDAHULUAN 
 
1.1 Latar Belakang 
 
Kacang kacangan merupakan salah satu komoditas hasil pertanian yang 
dapat ditemukan di Indonesia. Kacang – kacangan merupakan salah satu sumber 
pangan yang mengandung protein, terdapat berbagai jenis spesies kacang di 
dunia yang dapat dikosnusmi sebagian besar berasal dari jenis seperti peas, 
beans, lentil, peanuts, dan soybean. Jenis kacang – kacangan yang sangat umum 
dikonsumsi di Indonesia yaitu kacang tanah, kacang kedelai, kacang hijau, kacang 
merah, kacang koro dan sebagainya.  Sementara itu, ditemukan juga jenis kacang 
lokal yang tumbuh liar di Nusa Tenggata Timur, yaitu kacang arbila atau dikenal 
dengan kacang koro kratok. Kacang arbila merupakan salah satu kacang spesies 
Phaseolus lunatus L (lima beans). Kacang dengan jenis tersebut mengandung 
senyawa nutrisi yang dapat bermanfaat seperti kacang pada umumnya, beberapa 
penelitian terkait kacang jenis lima beans menyatakan bahwa kacang lima memiliki 
komposisi kimia berupa protein, asam amino dan mineral dalam jumlah tinggi. 
Senyawa nutrisi lainnya yaitu berupa karbohidrat sebagai salah satu komponen 
utama, serat, vitamin, dan mineral serta rendah lemak jenuh (J. H. Bradbury and 
Denton, 2010)(Kaushik et.al, 2018). Kacang sejenis lima beans mengandung 
beberapa senyawa antinutrisi dan senyawa beracun yaitu tripsin dan kemotripsin 
inhibitor, hemaglutinin, glikosida sianogen, tanin, lektin, polifenol, asam fitat, dan 
berbagai oligosakarida (Yellavila et al., 2015). 
Senyawa beracun pada kacang arbila berupa glikosida sianogenik yaitu 
linamarin. Senyawa tersebut berpotensi menghasilkan sianida  karena 
melepaskan racun berupa hidrogen sianida (HCN) yang terbentuk dari hidrolisis 
linamarin oleh enzim linamarase (β-glukosidase). Enzim Linamarase merupakan 
enzim yang menghidrolisis ikatan glikosida pada senyawa linamarin. Senyawa 
glikosida sianogenik apabila dikonsumsi secara lansung dapat mengaktifkan 
enzim linamarase didalam pencernaan sehingga berpotensi untuk menghasilkan 
senyawa HCN yang menyebabkan keracunan. Beberapa upaya telah dilakukan 
bertujuan untuk meminimalkan efek senyawa beracun salah satunya dengan 
proses pengolahan seperti perendaman air, perebusan, penyangraian, fermentasi 






menghilangkan senyawa tersebut, sehingga memungkinkan ditemukannya sisa 
senyawa residu sianida  yang masih beracun (Harijono et.al, 2011).  
Aktivitas linamarase (β-glukosidase) merupakan kunci awal dari pembentukan 
senyawa HCN dan aseton sianohidrin, adanya aktivitas enzim tersebut akan 
menghasilkan aseton sianohidrin dan HCN bebas yang dapat menyebabkan  
kacang menjadi beracun. Penelitian terkait karakterisasi dan pengukuran aktivitas  
linamarase (β-glukosidase) telah dilakukan oleh beberapa penelitian sebagai 
upaya untuk mengoptimumkan aktivitas linamarase dalam menghidrolisis 
linamarin. Beberapa penelitian terkait karakteristik pH dan suhu optimum 
linamarase diantaranya  kacang koro pH 5,1 dan suhu 60oC (Itoh, Hiraiwa and 
Uda, 1987), daun singkong pH 7 dan suhu 55 oC (Mkpong et al., 1990), singkong 
pahit pH 6 dan suhu 40 oC(Askurrahman, 2010), Gadung pH 7,5 dan suhu 45oC 
(Kurniati et al., 2015). Adanya perbedaan karakteristik enzim linamarase pada 
hasil penelitian sebelumnya, maka diperlukan penelitian karakterisasi enzim terkait 
kondisi  optimum seperti suhu dan pH  yang dapat mempengaruhi aktivitas enzim 
linamarase kacang arbila. Suhu dan pH optimum aktivitas enzim linamarase 
kacang arbila yang diperoleh dapat dimanfaatkan untuk meningkatkan aktivitas 
linamarase dalam menghidrolisis linamarin sebagai upaya detoksifikasi sianida 
untuk membantu penurunan kadar sianida kacang arbila. Menurut beberapa 
penelitian  yang telah dilakukan dengan adanya penambahan enzim linamarase 
hasil isolasi pada kacang arbila dapat memaksimalkan kontak antara enzim dan 
substrat dalam proses hidrolisis linamarin sehingga dapat membantu 
membebaskan sianida dan menurunkan sianida dalam bahan secara maksimal 
(Ikediobi and Onyike, 1982; Petruccioli et al., 1999; Sornyotha et.al., 
Ratanakhanokchai, 2010; Harijono et.al., 2011; Murugan et.al., 2012; Kurniati et 
al., 2015). Hal ini dikarenakan enzim linamarase akan membantu kerja enzim 
linamarase pada bahan dalam menghidrolisis senyawa linamarin dan 
menghasilkan HCN bebas, HCN bebas akan lebih mudah dihilangkan sehingga 
tidak terbentuk senyawa residu sianida setelah proses penurunan atau 










1.2 Rumusan Masalah 
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, rumusan masalah yang 
dapat diambil adalah : 
1. Bagaimana tingkat kemurnian dan evaluasi enzim linamarase kacang 
arbila setelah proses purifikasi ? 
2. Bagaimana pengaruh pH dan suhu optimum aktivitas enzim linamarase 
dapat diaplikasikan dalam proses detoksifikasi sianida?  
3. Bagaimana pengaruh penambahan enzim linamarase eksogen dalam 
memaksimalkan  kontak antara enzim dan substrat sehingga terjadi 
pembebasan sianida pada kacang arbila? 
 
1.3 Tujuan Penelitian 
 
Berdasarkan rumusan masalah yang telah diuraikan, tujuan dari penelitian 
ini adalah: 
1. Memperoleh enzim linamarase hasil purifikasi dari kacang arbila 
(Phaseolus Lunatus L) dan mengevaluasi peningkatan kemurnian 
ekstrak enzim linamarase setelah proses purifikasi 
2. Mengaplikasikan pH dan suhu optimum aktivitas enzim linamarase 
dalam proses detoksifikasi sianida? 
3. Menguji pengaruh penambahan linamarase pada kacang arbila terhadap 
kadar sianida 
 
1.4 Manfaat Penelitian 
 
Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan informasi terkait terkait 
karakteristik enzim linamarase khususnya pada kacang arbila, serta dapat 
digunakan untuk meningkatkan aktivitas linamarase dalam menghidrolisis 











BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1 Kacang Arbila  
 
Kacang Kacang arbila termasuk kedalam spesies Phaseolus Lunatus L (lima 
bean). Kacang jenis ini tersebar di benua Amerika, Afrika hingga Asia Tenggara 
yaitu Argentina, Meksiko, Brazil, Nigeria, Philipina, Myanmar, Indonesia dan lain – 
lain.  Kacang jenis Phaseolus Lunatus L di Indonesia lebih terkenal dengan 
sebutan kacang kratok atau koro kratok (Ihimire et.al, 2004). Di daerah Nusa 
Tenggara Timur, kacang jenis tersebut lebih dikenal dengan kacang arbila, kacang 
arbila  tumbuh liar di daerah Nusa Tenggara Timur (Puspita et al., 2017). Secara 
umum kacang jenis Phaseolus Lunatus L tumbuh di daerah iklim tropis yang 
lembab namun dapat juga tumbuh di daerah iklim subtropis, serta tumbuh 2000 m 
di atas permukaan laut dengan suhu optimum 16 – 27oC (Ihimire et.al, 2004). 
Kacang Phaseolus lunatus L memiliki ketersediaan nutrisi berupa karbohidrat 
sebagai salah satu komponen utama, protein, serat, vitamin, dan mineral serta 
rendah lemak jenuh (Kaushik et.al, 2018). Adanya kandungan nutrisi tersebut 
menjadikan  kacang Phaseolus lunatus L dapat dimanfaatkan dan diolah menjadi 
produk pangan seperti sup, bubur, kaldu, tepung yang dapat bermanfaat bagi 
kesehatan dan sumber makanan bagi manusia (Tharanathan, R.N., and 
Mahadevamma, 2003; Ihimire et.al, 2004). Dalam Tabel 2.1 menunjukkan data 
kandungan senyawa nutrisi kacang P.Lunatus L mentah (USDA , 2010 dalam Lim, 
2012). 
Studi terbaru pada kacang P.Lunatus L yakni meningkatkan nilai fungsional 
kacang tersebut, salah satunya dengan cara peningkatan sifat pati kacang dalam 
bentuk octenyl succinic anhydride (OSA) starch dengan metode 
octenylsuccinylation yang menghasilkan pati berbentuk gel berwarna cerah, 
terbentuk pada suhu lebih rendah, pengemulsi, pengental yang stabil sehingga 
dapat digunakan sebagai bahan aditif dalam pembuatan permen dan jeli serta 
memungkinkan diolah menjadi produk minuman dan saus salad (Segura-Campos 
et.al, 2010). Meskipun kacang P.Lunatus memiliki kandungan nutrisi dan nilai 
fungsional, namun terdapat beberapa faktor pembatas yaitu  kecernaan protein 
rendah, efek flatuensi pada perut, serta dapat melepaskan senyawa hidrogen 






Menurut penelitian Puspita (2017) menyatakan bahwa terdapat 27 jenis 
kacang lokal dari NTT dan 4 diantaranya beracun, yaitu jenis arbila beracun, arbila 
hitam, arbila kuning dan arbila kuning  putih. Keempat kacang yang mengandung 
racun tersebut merupakan kacang jenis arbila atau P. Lunatus. Kacang tersebut 
merupakan jenis kacang yang berpotensi menghasilkan sianida  karena 
melepaskan racun berupa hidrogen sianida (HCN) yang terbentuk dari hidrolisis 
linamarin oleh enzim linamarase yang terjadi saat sel mengalami kerusakan 
(Ballhorn et al., 2009). Toksisitas glikosida sianogen pada kacang – kacangan 
dapat secara signifikan diturunkan levelnya dengan proses pengolahan yang tepat 
(Duodu K.G., 2014). Di Negara seperti Nigeria, kacang sejenis P.Lunatus 
dikonsumsi dengan cara proses perendaman dan pemasakan secara panjang 
untuk menghilangkan beberapa komponen minor seperti tripsin, kemotripsin 
inhibitor, glikosida sianogenik, tanin dan asam fitat (Adeniran et.al, 2013). Semua 
komponen minor tersebut merupakan komponen anti nutrisi yang dapat 
mengganggu kesehatan tubuh. Sedangkan di NTT, kacang arbila beracun tersebut 
dikonsumsi dengan cara proses perebusan sebanyak 12 kali sebelum diolah 
menjadi makanan (Puspita et al., 2017). Berikut ini adalah gambar dari 4 kacang 
beracun dari NTT, ditunjukkan pada Gambar 2.1 
 
       
   







Tabel 2.1 Senyawa Nutrisi Pada Kacang Phaseolus Lunatus.L USDA , 
2010 dalam Lim, 2012). 
Jenis Senyawa Nutrisi Jumlah (/ 100 gram kacang) 
Air 10,17 gram 
Protein 21,46 gram 
Total Lemak 0.69 gram 
Abu 4,30 gram 
Karbohidrat 63.8 gram 
Serat pangan 19 gram 
Gula 8,50 gram 
Total asam lemak jenuh 0.161 gram 
 
 
2.2 Senyawa Beracun Kacang Arbila 
 
Senyawa beracun pada tanaman dapat ditemukan dalam  3 jenis sianogen 
yaitu linamarin (glikosida sianogen), aseton sianohidrin  dan HCN. mengalami 
pemecahan enzimatik secara berurutan hingga menghasilkan bentuk akhir berupa 
HCN bebas. Ketiga bentuk sianogen tersebut disebut potensial sianida 
(cyanogenic potential) (Hidayat, Zuraida and Hanarida, 2002). Glikosida sianogen 
secara umum bersifat larut dalam air (Bolarinwa et al., 2016). Senyawa glikosida 
sianogen merupakan salah satu senyawa beracun yang secara umum ditemukan 
pada kacang jenis P.Lunatus.L. Struktur glikosida sianogen terbentuk dari 
glikosida yang terikat pada sianida dan aglikon. Glikosida sianogen merupakan 
metabolit sekunder yang diproduksi oleh tumbuhan dan digunakan sebagai bentuk 
pertahanan diri dari serangan herbivora atau serangga, apabila terjadi kerusakan 
pada tumbuhan maka tumbuhan akan mengeluarkan racun berupa HCN (asam 
sianida) akibat adanya interaksi antara glikosida sianogen dengan enzim 
hidrolisisnya (Kaushik, Singhal and Chaturvedi, 2018). Proses interaksi dan 
pembentukan HCN tersebut dinamakan  sianogenesis (Montagnac, Davis and 
Tanumihardjo, 2009). Ilustrasi pembentukan senyawa HCN ditunjukkan pada 
Gambar 2.1 Linamarin dan aseton sianohidrin mengalami pemecahan enzimatik 
secara berurutan hingga menghasilkan bentuk akhir berupa HCN bebas. Ketiga 
bentuk sianogen tersebut disebut potensial sianida (cyanogenic potential) 






Glikosida sianogen pada kacang  jenis P.Lunatus.L terdapat dalam bentuk 
linamarin yang terletak didalam vakuola sel, sementara enzim hidrolisis berupa β-
glukosidase (Linamarase) terletak didalam sitosol. Linamarin merupakan prekusor 
terbentuknya asam sianida, yang terbentuk akibat adanya interaksi antara 
glikosida sianogen dengan enzim β-glukosidase (linamarase). Proses ini terjadi 
saat sel mengalami kerusakan akibat proses seperti penggilingan, penghancuran, 
adanya air selama perendaman atau fermentasi. Sehingga linamarin berinteraksi 
dengan enzim hidrolisis β-glukosidase (linamarase) menghasilkan glukosa dan 
aseton sianohidrin. Kemudian aseton sianohidrin akan dikatalis oleh enzim 
hidroksinitril liase yang akan terdegradasi menjadi aseton dan asam sianida (HCN)  
(Montagnac, Davis and Tanumihardjo, 2009; Bolarinwa et al., 2016; Duodu and 
Apea-Bah, 2017).  
Senyawa HCN ini merupakan senyawa beracun yang toksisitasnya dapat 
menyebabkan kematian, namun senyawa tersebut dapat dihilangkan atau 
diturunkan jumlah nya melalui pengolahan yang tepat seperti proses perebusan, 
perendaman, perkecambahan dan sebagainya. Sehingga pengolahan pada 
kacang sebelum dikonsumsi harus dilakukan untuk menghindari dampak senyawa 
beracun tersebut. Tabel 2.1 menjelaskan karakteristik dari linamarin, aseton 
sianohidrin dan HCN berdasarkan  beberapa penelitian. 
 
 
Gambar 2.2  Proses pembentukan HCN:  (a) Bound Cyanide: Linamarin, (b) Free 
Cyanide: HCN + CN-  (Cooke, 1978; Montagnac, Davis and Tanumihardjo, 2009) 
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2.2.1 Aseton Sianohidrin 
 
Aseton sianohidrin merupakan suatu senyawa yang dibentuk dari HCN 
dengan aldehid. Aseton sianohidrin adalah senyawa yang dikatalis oleh enzim  
yang akan terdegradasi menjadi asam sianida (HCN) yang bersifat racun. 
Toksisitas aseton sianohidrin lebih rendah apabila dibandingkan dengan asam 
sianida (HCN) (Ahmed and Hussein, 1990). Aseton sianohidrin tidak stabil dan 
terdisosiasi secara cepat pada pH basa, sehingga dalam penelitian Cooke (1978) 
menyebutkan bahwa penambahan NaOH pada saat pengujian sianida dapat 
segera memisahkan aseton sianohidrin menjadi HCN tanpa memerlukan aktivitas 
enzim sekunder. 
   
 












2.2.2 Asam Sianida (HCN)  
 
Asam sianida (HCN) dikenal juga dengan nama sianida dan asam prusik, 
merupakan suatu senyawa beracun. Asam sianida terbentuk akibat degradasi 
enzim hidroksinitril liase pada senyawa aseton sianohidrin yang merupakan hasil 
hidrolisis glikosida sianogen. HCN terbentuk akibat proses hidrolisis glikosida 
sianogen pada tanaman. Glikosida sianogen terletak di dalam sel tumbuhan dan 
terpisah dengan enzim hidrolisisnya. Proses pembentukan HCN ini akibat adanya 
interaksi antara glikosida sianogen dengan enzim hidrolisis yang terjadi akibat 
kerusakan sel pada tumbuhan yang terjadi secara fisik. HCN yang terbentuk akibat 
proses tersebut dinamakan free cyanides (HCN bebas) (Montagnac, Davis and 
Tanumihardjo, 2009; Talcott, 2017). Asam sianida merupakan molekul yang 
memiliki ion H+ dan ion CN-.yang memiliki karakteristik fisik yaitu berupa cairan 
tidak berwarna, berbau menyengat, larut dalam air serta berasa pahit (Liener, 
2003).  
Asam sianida merupakan senyawa toksik yang dapat menyebabkan 
keracunan hingga kematian. Menurut Riviere and Papich (2010) dosis letal LD50 
HCN yaitu 2- 2,3 ppm (mg/kg) dan asupan oral dari tanaman sebesar 4 ppm 
(mg/kg) sudah dapat menyebabkan kematian. Asam sianida dianggap sebagai 
senyawa yang berbahaya apabila terdapat dalam sebuah bahan atau produk 
pangan, sehingga muncul beberapa metode untuk menghilangkan atau 
menurunkan kadar HCN tersebut agar tanaman atau bahan pangan yang 
mengandung HCN dapat dikonsumsi dan tidak menibulkan bahaya kesehatan. 
Metode yang digunakan yaitu dengan cara pengolahan seperti perendaman dalam 
air, perendaman dalam larutan sodium bikarbonat, perkecambahan, perebusan, 
penyangraian, autoklaf, dan fermentasi (Shimelis and Rakshit, 2007; Yasmin et al., 
2008; Duodu and Apea-Bah, 2017; Kaushik et.al, 2018).  
 
2.3 Enzim  
 
Enzim merupakan suatu protein atau senyawa organik mirip protein yang 
memiliki aktivitas katalitik. Enzim bekerja secara spesifik pada gugus fungsional 
tertentu sebagai sisi aktif. Enzim adalah suatu senyawa organik mirip protein yang 






fungsional tertentu dan bertindak sebagai sisi aktif (Najafpour, 2015). Enzim 
merupakan biokatalisator yaitu mempercepat laju proses reaksi tanpa ikut terlibat 
dalam proses reaksi, hal ini dapat diartikan bahwa enzim tidak berubah menjadi 
produk hasil suatu reaksi kimia namun berubah kembali ke bentuk asalnya setelah 
proses reaksi kimia selesai (Susanti, Fibriana and Febriana, 2017). Enzim bekerja 
dengan cara mengikat substrat melalui 2 tipe model yaitu lock and key atau 
Induced-fit.  Model  lock and key pada enzim dengan bentuk substrat dan sisi aktif 
enzim rigid dan tetap sehingga saling melengkapi satu sama lain membentuk 
kompleks enzim substrat Sementara model Induced-fit menujukkan bahwa enzim 
memiliki sisi aktif yang fleksibel yakni mudah berubah menyesuaikan bentuk  
substratnya dan terbentuklah komplek enzim substrat. Ilustrasi model pengikatan 
substrat pada enzim ditunjukkan pada Gambar 2.4 (Puri, 2020). 
 
Gambar 2.4  Pengikatan Substrat Pada Enzim (A) lock and key; (B) Induced-
fit (Puri, 2020) 
 
2.3.1 Aktivitas Enzim  
 
Aktivitas enzim merupakan salah satu bentuk pengujian enzim secara 
kuantitatif. Aktivitas enzim diartikan sejumlah mol pad substrat yang dikonversi 
menajdi bentuk produk per unit waktu. Aktivitas enzim didapatkan dengan 
mengestimasi laju terbentuknya produk atau laju hilangnya substrat.Pengujian 
enzim dapat dilakukan dengan mengukur absorbansi sampel. Substrat pada 
sampel akan menyerap cahaya pada panjang gelombang tertentu  yang berbeda 
dengan panjang gelombang cahaya yang diserap oleh produk. Oleh karena itu 
akan terjadi perubahan absorbansi seiring dengan adanya reaksi atau aktivitas 
enzim. Alat instrumen yang digunakan dalam pengujian ini yaitu spektrofotometer 
(Puri, 2020). Berdasarkan fungsi spesifik dan aktivitasnya enzim dibagi menjadi 







1) Enzim Oksidasi dan Reduksi (Oksireduktase) 
Merupakan enzim yang terlibat dalam oksidasi dan reduksi. Enzim 
tersebut mengkatalisis transfer elektron, ion hidrid atau atom hidrogen 
antar molekul. Contoh, NAD+: alkohol dehidrogenase 
2) Enzim dalam reaksi transfer 
Merupakan enzim yang mengkatalisis gugus fungsional dari satu 
molekul ke molekul  lainnya. Contoh, ATP: glukosa fosfotransferase 
(glukokinase) 
3) Enzim Hidrolisis  
Merupakan enzim yang menghidrolisis suatu polisakarida menjadi 
monomer glukosa. Contoh: glukosa-6-fosfatase 
4) Enzim Liase  
Merupakan enzim  yang dapat menghilangkan atau membentuk ikatan 
rangkap. Enzim membentuk ikatan rangkap, atau membukanya dengan 
menambahkan gugus fungsi. Contoh, dehidratase aconitate yang 
menghasilkan iso-sitrat dari aconitate dalam siklus Krebs. 
5) Isomerisasi gugus fungsional 
Merupakan enzim yang mengkatalisis perubahan dari satu bentuk 
isomer menjadi bentuk isomer lainnya.  
6)  Ligase atau Sintetase  
Merupakan enzim yang mengkatalisis penggabungan (mengikat) dua 
molekul enzim. Penggabungan dua senyawa tersebut diikuti oleh 
pemecahan ikatan pirofosfat dalam ATP atau senyawa – senyawa 
sejenis 














Gambar 2.5 Contoh reaksi 6 enzim berdasarkan fungsi dan aktivitasnya  
 
2.4 Faktor Yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim  
 
Aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti suhu dan pH. 
Faktor – faktor tersebut mengakibatkan terjadinya peningkatan maupun 







2.4.1  Efek Suhu Pada Aktivitas Enzim 
 
Kecepatan reaksi suatu enzim meningkat dengan kenaikan suhu tertentu 
hingga maksimum dan kemudian menurun pada suhu tertentu. Kurva berbentuk 
lengkungan lonceng biasanya digunakan untuk mempresentasikan efek suhu 
pada kecepatan reaksi enzim, ditunjukkan dalam Gambar 2.6. Peningkatan 
kecepatan enzim terjadi ketika suhu meningkat 10oC hal ini disebut sebagai 
koefisien suhu atau Q10. Adanya peningkatan suhu menghasilkan energi aktivasi 
molekul yang lebih tinggi serta menghasilkan lebih banyak  tumbukan antara enzim 
dan substrat agar reaksi berjalan lebih cepat. Suhu optimum merupakan suhu 
ketika enzim mencapai puncak pada suatu reaksi. Sebagian besar enzim memiliki 
suhu optimum yaitu 35 - 40oC. Enzim pada tanaman seperti urease memiliki suhu 
optimum sekitar 60oC, hal ini mungkin terjadi karena struktur dan bentuk yang 
sangat stabil pada enzim tersebut (Satyanarayana and Chakrapani, 2017). Secara 
umum ketika enzim berada pada suhu diatas 50oC, maka terjadi denaturasi. Suhu 
tinggi tersebut menyebabkan rusaknya struktur asli (tersier) protein serta lepasnya 
ikatan enzim dengan substrat nya dan dapat menurunkan aktivitas enzim.  




Gambar 2.6 Efek Suhu Pada Aktivitas Enzim  











Sebagian besar enzim aktif pada kisaran pH 5 - 9,  pada pH ekstrim asam 
atau basa menyebabkan denaturasi protein (Najafpour, 2015). Efek pH  pada 
beberapa enzim digambarkan pada Gambar 2.7, puncak aktivitas enzim  dapat 
dicapai pada pH optimum dan mengalami penurunan ketika terjadi kenaikan atau 
penurunan pH (Puri, 2020).  
 
 
Gambar 2.7 Efek Ph Beberapa Enzim Terhadap Aktivitas Enzim (Puri, 2020). 
 
Peningkatan pH sangat mempengaruhi aktivitas enzim. Setiap enzim 
memiliki pH optimum dengan kecepatan maksimum. Aktivitas enzim menjadi  lebih 
rendah hingga tidak aktif ketika enzim berada  pada pH lebih besar atau lebih 
rendah dari pH optimum. Bentuk kurva terkait efek pH terhadap aktivitas enzim 
ditunjukkan pada Gambar 2.8. Sebagian besar enzim organisme tingkat tinggi 
menunjukkan aktivitas optimum pada pH netral (6-8). pH mempengaruhi aktivitas 
enzim dengan mengubah muatan ionik pada asam amino (sisi aktif), substrat, dan 
kompleks enzim-susbtrat (Satyanarayana and Chakrapani, 2017). 
 
Gambar 2.8 Efek pH Pada Aktivitas Enzim  







2.5 Enzim Linamarase (β- glukosidase) 
 
Enzim pada tumbuhan yang mengandung linamarin umumnya memiliki 
enzim endogen untuk memecah senyawa tersebut. Enzim endogen tersebut 
adalah linamarase (β- glukosidase). Enzim linamarase merupakan enzim yang 
bekerja untuk menghidrolisis senyawa linamarin sehingga akan menghasilkan 
aseton sianohidrin dan HCN  (Montagnac, Davis and Tanumihardjo, 2009; Duodu 
and Apea-Bah, 2017). Linamarase merupakan golongan enzim hidrolase, enzim 
hidrolase adalah enzim yang mengkatalisis pemecahan ikatan antara atom karbon 
dengan atom lainnya melalui  reaksi dengan molekul air.  Linamarase bekerja 
sebagai katalis pada reaksi hidrolisis yaitu dengan memecah ikatan glikosida pada 
senyawa linamarin  (Keshk and Gouda, 2017; Susanti, Fibriana and Febriana, 
2017; Asif et al., 2019). Linamarin terletak didalam vakuola sel, sementara enzim 
hidrolisis berupa β-glukosidase (linamarase) terletak didalam sitosol. Adanya 
interaksi antara linamarin dengan enzim linamarase akan menghasilkan aseton 
sianohidrin yang terdegradasi menjadi aseton dan asam sianida (HCN) oleh enzim 
hidroksinitril liase. Sehingga linamarin merupakan prekusor terbentuknya asam 
sianida (HCN). Interaksi ini terjadi saat sel mengalami kerusakan sehingga 
linamarin dalam vakuola keluar dan berinteraksi dengan enzim hidrolisis β-
glukosidase (linamarase) (Montagnac, Davis and Tanumihardjo, 2009; Duodu and 
Apea-Bah, 2017).  
Kacang – kacangan dapat menghasilkan senyawa racun berupa HCN yang 
diproduksi pada tanaman. Munculnya racun HCN tersebut terjadi ketika sel 
mengalami kerusakan sebagai bentuk akhir hasil hidrolisis linamarin oleh enzim 
linamarase (Ballhorn et al., 2009). Munculnya racun HCN tersebut sebagai bentuk 
perlindungan diri tanaman dari kerusakan yang dapat diakibatkan oleh hewan, 
stres  lingkungan dan lainnya (Vetter 2000). Sistem  ini memberi tanaman respons 
pertahanan kimiawi langsung herbivora, yang diaktifkan segera setelah kedua 
komponen bercampur di jaringan kerusakan yang disebabkan oleh organisme 
pemberi makan. (Mithöfer and Maffei, 2017).Proses penghilangan sianida dapat 
dilakukan dengan proses perendaman, perebusan, perendaman dengan air 
panas, dan penyangraian (Duodu and Apea-Bah, 2017; Kaushik et.al, 2018). 
Namun dalam proses tersebut belum menunjukkan proses optimum, dikarenakan 






sianida secara optimum, dapat dilakukan dengan cara mengoptimumkan proses 
hidrolisis linamarin oleh enzim linamarase. Hal tersebut dilakukan dengan 
memaksimalkan kerja enzim hidrolisis yaitu linamarase dengan cara 
mengoptimumkan kondisi proses hidrolisis agar kerja enzim linamarase maksimal 
, sehingga dapat dihasilkan aseton sianohidrin dan HCN secara maksimal saat 
proses pengolahan dan tidak meninggalkan residu sianida (Harijono, Sutrisno and 
Siwi, 2011; Kurniati et al., 2015). Linamarase pada gadung optimum pada pH 6,5 
dan suhu 70oC (Harijono, Sutrisno and Siwi, 2011). Sementara itu pada singkong, 
aktivitas linamarase optimum pada pH 6 dan suhu 40oC. Sedangkan pada kacang 
butter bean (P.Lunatus) linamarase optimum pada pH 5.1 dan suhu 50 – 60 oC 
(Itoh, Hiraiwa and Uda, 1987). Proses optimasi dilakukan karena pada beberapa 
tumbuhan, karakteristik enzim yang berbeda – beda sehingga diperlukan 
penelitian terkait karakterisasi aktivitas enzim tersebut pada kacang arbila. Berikut 
ini adalah Tabel 2.3 menjelaskan beberapa penelitian karakteristik enzim 






































Jagung 5,8 50 30 (Bundy et al., 1964) 
Flax seed (biji 
rami) 
5,5 - 6 - - (Fan and Conn, 1985) 
Butter bean 
(kacang koro) 
5,1 – 5.2 50 – > 60 60 
(Itoh, Hiraiwa and 
Uda, 1987) 
Daun Singkong 7 55 - (Mkpong et al., 1990) 
Getah singkong 6 - 8 35 - (Elias et al., 1997) 
Umbi Gadung - 57 90 
(Harijono et al.,  
2011) 







(Kurniati et al., 2015) 
Umbi Gadung 7,5 35 180 
 
 
2.6 Isolasi Enzim 
 
Setiap sel memiliki bermacam – macam protein yang berbeda, dalam teknik 
analisis protein untuk mengetahui tentang karakteristik suatu protein maka 
diperlukan proses pemurnian  / purifikasi untuk memisahkan protein dari suatu 
makromolekul lain yang tidak diinginkan dalam analisis (Buxbaum, 2007). Prinsip 
ekstraksi enzim dilakukan dengan prosedur konsentrasinasi sel yaitu memisahkan 
sel dari jaringannya, menghacurkan membran sel untuk mengambil kandungan 
sitoplasma dan organel sel serta memisahkan organel - organel tersebut dari 
molekul penyusunnya (Fatchiyah et al., 2015). Sebagian besar protein terisolasi 
dalam cairan ekstraseluler sel. Sehingga dalam proses isolasi protein melalui 
metode penghancuran dan ekstraksi (Scopes, 1994).  
Penghancuran membran sel dan pemisahan sel dari jaringan dari suatu 
sampel menggunakan pelarut berupa buffer dan alat homogenizer. Beberapa 
faktor  yang harus diperhatikan ketika menentukan buffer yaitu 






(melepaskan molekul biologis dari dalam sel), pH optimum enzim, efek 
nonspesifik buffer pada enzim, dan interaksi pada substrat. Penentuan pH 
optimum enzim merupakan hal utama dalam menentukan buffer yang digunakan, 
karena rentang pH dapat memberikan pengaruh pada enzim seperti menghambat 
aktivitas enzim tersebut (Blanchard and Stoll, 2009). Beberapa teknik 
penghancuran sel yang dapat dilakukan yaitu hand homogenizer, penggunaan 
blender, ultrasonikasi dan lain lain Gambar 2.9. Teknik – teknik tersebut digunakan 
untuk menghancurkan sel dan organel sehingga akan melepaskan enzim kedalam 
larutan  (Scopes, 1994).   
Hasil homogenisasi berupa larutan ekstrak keruh yang terdiri dari organel - 
organel sel, makromolekul penyusun sel yaitu protein. Ekstrak tersebut dipisahkan 
melalui proses sentrifugasi. Prinsip kerja sentrifugasi yaitu pemisahan substansi 
berdasarkan berat partikel terhadap campuran konsentrasinasi pemisahan 
komponen komponen dalam suatu ektrak berdasarkan  kepolarannya. Hasil 
sentrifugasi disebut pelet (endapan) dan supernatan, organel - organel sel akan 
mengendap didasar tabung sentrifuse karena ukuran partikelnya lebih besar, 
sedangkan makromolekul penyusun sel seperti protein yang ukurannya lebih kecil 
akan terlarut dalam buffer yang disebut supernatan (crude enzyme). Metode 
homogenisasi dan sentrifugasi dilakukan dengan mempertahankan suhu 4oC 
dalam buffer dan pH tertentu, untuk mencegah kerusakan pada molekul dan 










                   a                               b                                   c 
 
Gambar 2.9 Teknik penghancuran sel  : (a) Hand homogenizer   (b) Blender     (c) 















2.7 Purifikasi Enzim 
 
Purifikasi atau pemurnian protein merupakan suatu proses yang bertujuan 
untuk mengisolasi suatu protein dari suatu campuran protein pada suatu sel, 
jaringan maupun organisme. Selain itu pemurnian protein dilakukan untuk 
mempelajari karakteristik seperti uji aktivitas, reaksi antigen – antibodi, kecepatan 
reaksi substrat menjadi produk. Tahapan teknik pemurnian meliputi disrupsi sel 
membran dan pemisahan sentrifugasi, kemudian dilakukan presipitasi (salting out) 
dengan penambaan garam dan pemurnian lanjut dengan dialisis (Sismindari et al., 
2021) 
Hasil pemurnian enzim dapat disusun dalam tabel ringkasan pemurnian, 
yang bertujuan untuk mengevaluasi hasil efektivitas pemurnian. Gambar 2.10 
menunjukkan contoh tabel hasil pemurnian  enzim. Berdasarkan gambar tersebut 
jumlah total protein (mg) ditentukan berdasarkan analisa protein seperti Bradford 
dye-binding assay dengan menggunakan standar protein Bovine Serum Albumin 
(BSA). Total activity (unit) merupakan jumlah protein target pada bahan, ditentukan 
berdasarkan aktivitas enzim dikalikan dengan volume ekstrak. Specific activity 
(unit /mg) ditentukan dengan membagi total activity (unit) atau dengan total protein. 
Yield (%) didapatkan dengan membagi aktivitas total dengan aktivitas total awal 
(didefinisikan sebagai 100%). Purity (%) ditentukan dengan membagi aktivitas 
spesifik dengan aktivitas spesifik awal (Richard R. Burgess and Deutscher, 2009) 
 
 
Gambar 2.10 Contoh Tabel Hasil Pemurnian Enzim 






2.7.1 Pemurnian Dengan Presipitasi Amonium Sulfat 
 
Presipitasi protein merupakan metode untuk pemurnian ekstrak kasar 
protein (crude protein) yang bertujuan untuk memisahkan kontaminan atau 
pengotor pada ekstrak kasar protein (Buxbaum, 2007). Proses presipitasi protein 
dilakukan berdasarkan kelarutan protein dengan menggunakan penambahan 
garam secara perlahan  kedalam larutan (Harcum, 2008; Richard R Burgess and 
Deutscher, 2009). Kelarutan protein dipengaruhi oleh ion,  apabila konsentrasi ion 
rendah (> 0,5 M) menyebabkan kelarutan protein meningkat sebanding dengan 
kekuatan ionik dalam larutan proses ini disebut dengan salting-in. Secara umum 
protein larut dalam garam. Namun apabila konsentrasi ion (garam) meningkat 
hingga konsentrasi tinggi, maka kelarutan protein menurun dan menjadi tidak larut, 
hal ini sebanding dengan meningkatnya kekuatan ionik dalam larutan. Proses ini 
disebut salting out. Proses peningkatan konsentrasi ion terjadi ketika adanya 
penambahan garam konsentrasi tinggi yang dilarutkan dalam larutan protein 
(Righetti and Boschetti, 2013; Duong-Ly and Gabelli, 2014) 
 
Gambar 2.11 Kelarutan konsentrasi garam (Righetti and Boschetti, 2013; 
Duong-Ly and Gabelli, 2014) 
 
Protein memiliki struktur yang bermuatan anion dan kation. Ketika terjadi 
penambahan garam dengan konsentrasi rendah, maka kekuatan ion pada larutan 
meningkat sehingga meningkatkan kelarutan protein. Protein yang bermuatan 
berada pada larutan yang dikelilingi ion garam. Ion garam mengelilingi muatan 






(tidak terjadi presipitasi).  Sementara itu, ketika terjadi penambahan garam dengan 
konsentrasi tinggi maka terjadi mekanisme salting out. Mekanisme salting out  
diawali dengan adanya penambahan garam dengan konsentrasi tinggi, 
menyebabkan jumlah ion garam pada larutan semakin banyak, sehingga terjadi 
persaingan antara muatan molekul protein dan ion garam dalam mengikat molekul 
pelarut. Saat konsentrasi garam semakin tinggi, semua ion garam berinteraksi 
dengan molekul pelarut dan menciptakan lapisan hidrasi yang mengelilingi protein. 
Hal ini menyebabkan molekul protein saling berinteraksi satu sama lain sehingga 
dapat mengalami presipitasi (Hatti-Kaul and Mattiasson, 2003; Hyde et al., 2017).. 
Mekanisme ini ditunjukkan pada Gambar 2.11 
Kemampuan Salting out dari anion dan kation yang bermuatan mengikuti 
deret Hofmeister (Gambar 2. 12). Amonium sulfat sering digunakan untuk salting 
out karena kelarutan tinggi yang memungkinkan larut dengan kekuatan ionik 
sangat tinggi, selain itu NH+ dan SO42-  terletak pada deret paling akhir yang 
menunjukkan semakin meningkatkan presipitasi (salting out) dan lebih 
menstabilkan struktur protein (Duong-Ly and Gabelli, 2014). Penambahan garam 
amonium sulfat dilakukan secara perlahan, hal ini menyebabkan protein yang 
dimurnikan dengan amonium sulfat cenderung stabil jika disimpan karena 





Gambar 2.12 Deret Hofmeister  (Duong-Ly and Gabelli, 2014) 
 
Hasil pengendapan protein dengan amonium sulfat tidak hanya memisahkan 
molekul yang bersifat non protein, namun juga memisahkan protein berdasarkan 
konsentrasinasi (tingkat kepolarannya). Presipitasi secara konsentrasinasi 
dilakukan dengan meningkatkan konsentrasi amonium sulfat  secara bertahap 
dengan persentase tertentu, dan  setiap konsentrasi protein yang diendapkan 
dipisahkan dengan sentrifugasi. Garam amonium sulfat dapat dihilangkan dari 















Dialisis merupakan metode pemisahan berdasarkan ukuran molekul pada 
suatu larutan dengan cara difusi melalui membran semipermeabel. Metode ini 
digunakan untuk menghilangkan garam dengan berat lebih kecil dari molekul 
protein (Buxbaum, 2007; Harcum, 2008).  Prinsip dialisis adalah perpindahan 
suatu molekul dalam membran dialisis dari berat molekul kecil melalui membran 
semipermiabel dengan proses difusi pasif. Proses difusi dalam dialisis, terjadi 
pergerakan molekul dengan berat molekul kecil akan terpenetrasi ke pori – pori 
membran, sementara itu molekul dengan berat lebih besar akan terperangkap 
didalam membran dialisis karena ukuran pori membran membatasi pergerakan 
molekul tersebut. Molekul dengan berat molekul kecil akan menyeimbangkan 
pergerakan antara sampel dan dialisat dan bersamaan melintasi keluar dari pori – 
pori membran.  Pergerakan tersebut terjadi hingga titik kesetimbangan tercapai. 
Dialisat yang disetimbangkan diganti dengan dialisat baru secara bersamaan yaitu 
dengan memasukkan buffer baru, difusi selanjutnya akan mengurangi konsentrasi 
sampel (Andrew, Titus and Zumstein, 2002; Phillips and Signs, 2004; Harcum, 









Gambar 2.14 Difusi dalam proses dialisis 
 (Ing, Rahman and Kjellstrand, 2012) 
 
 
Mekanisme kerja dialisis diawali dengan membasahi membran (tabung 
dialisis) dengan cara perendaman dalam larutan EDTA pH 8 dan 0,05M NaHCO3 
Hal ini dilakukan untuk menghilangkan kontaminan pada membran. Setelah 
dibasahi salah satu ujung membran diikat menjadi satu simpul dan ujung lainnya 
digunakan untuk memasukkan protein target (sampel), kemudian ujung tersebut 
diikat menjadi satu. Berikan sedikit ruangan pada membran saat pengisian 
sampel, agar tidak terjadi pembengkakan saat proses dialisis yang mengakibatkan 
kebocoran membran. Membran dialisis kemudian ditempatkan ke dalam wadah 
besar berisi buffer dan dilakukan proses pengadukan dengan magnetik stirer . 
Bufer dialisis diganti dengan bufer baru secara berkala (Scopes, 1994; Phillips and 
Signs, 2004; Harcum, 2008). Proses dialisis dihentikan dengan  mengidentifikasi 
kandungan sulfat dalam bufer dialisis. Metode ini dilakukan dengan cara 
mengambil 10 ml buffer dialisis kemudian ditambahkan larutan HCL 6M dan 5 ml 
larutan BaCl2 1M. Uji positif ditandai dengan terbentuknya endapan putih  (Erviana 
et al., 2019). Apabila tidak terbentuk endapan putih pada bufer dialisis maka 
proses dialisis dihentikan. Berikut ini adalah gambaran proses dialisis yang 








Gambar 2.15 Proses dialisis: (a) Pengisian sampel ke membran  dialisis (b) 
pengadukan selama proses dialisis, (c) hasil dialisis (Scopes, 1994) 
 
 
2.8 Toksisitas HCN 
2.8.1 Mekanisme Toksisitas HCN 
 
Glukosida sianogen menjadi senyawa beracun apabila dalam bentuk 
hidrogen sianida (HCN) (Stegelmeier et al., 2013; Farinde et al., 2017)Sianida 
merupakan inhibitor sitokrom oksidase yang dapat menganggu sistem pernapasan 
aerob sehingga toksisitas akut yang menyebabkan kematian (Farinde et al.,  
2017). Toksisitas sianida didasarkan pada penghambatan respirasi seluler di 
mitokondria. Sianida mencegah sel menggunakan oksigen dengan menghambat 
fungsi oksidatif mitokondria sitokrom oksidase. Sitokrom oksidase berfungsi 
sebagai mengubah oksigen menjadi air pada akhir traspor electron.  HCN akan 
berikatan dengan ion Fe3+ sehingga menghambat kerja  enzim sitokrom c- 
oksidase serta mengurangi produksi ATP. Hal tersebut mengakibatkan 
terhambatnya jalur respirasi seluler karena mitokondria tidak berfungsi dengan 
baik dalam memanfaatkan oksigen, sehingga terjadi penurunan pemanfaatan 
oksigen dalam jaringan. Akibatnya, sel akan mengandalkan respirasi anaerob 






terjadinya penurunan ATP dan peningkatan asam laktat dan kadar glukosa darah 
serta sel mengalami kekurangan oksigen. Hal tersebut  menyebabkan terjadinya 
kematian akibat hipoksia selular (sel-sel kekurangan oksigen) (Nelson, 2006; 
Ballhorn, 2011; Stegelmeier et al., 2013). Mekanisme penghambatan sianida 
dalam respirasi seluler ditunjukkan dalam Gambar 2.16 
 
 
Gambar 2.16  Mekanisme Sianida Menghambat Respirasi Selular  (Nelson, 2006) 
 
2.8.2 Keracunan Sianida Akut 
 
Keracunan akut pada manusia dan hewan berasal dari konsumsi tanaman 
atau produk pangan yang mengandung senyawa sianida. Senyawa tersebut dapat 
menyebabkan  penghambatan sistem respirasi yang cepat di mitokondria yang 
berakibat fatal. Gejala keracunan sianida akut pada umumnya muncul dalam 
beberapa menit setelah konsumsi tanaman atau produk pangan yang 
mengandung sianida. Gejala yang ditimbulkan yaitu pernapasan cepat, sakit 
kepala, sakit perut, muntah, diare, kejang –kejang, kerusakan syaraf dll. Dosis oral 
HCN pada manusia yaitu 0,5 – 3,5 mg/kg berat badan dapat menyebakan 







2.8.3 Keracunan Kronik Sianida 
 
Konsumsi secara menerus dalam jangka panjang  tanaman atau produk 
pangan yang mengandung kadar sianida dapat menyebabkan keracunan kronik. 
HCN menganggu system respirasi dengan mengikat sitokrom c oksidase, 
akibatnya fosforilasi oksidatif seluler dihambat sehingga sistem neurologis 
terganggu. Gejala diawali dengan muncul tanda – tanda gangguan neurologis 
yang dalam jangka panjang akibat paparan atau konsumsi HCN kronis 
.menghasilkan degenerasi neuronal yang bermanifestasi seperti Parkinson (Hall 
and Borron, 2016; Mithöfer and Maffei, 2017). Perkiraan rata – rata paparan kronis 
total HCN yaitu : 10 µg/kg bb/hari (anak-anak) dan 2–11 µg/kg bb/hari (dewasa) 
dari konsumsi 10 mg/kg HCN (FAO and WHO, 2011).  
  
2.8.4 Detoksifikasi HCN Dalam Tubuh Manusia  
 
Konsumsi HCN dalam dosis rendah dapat dimetabolisme oleh tubuh 
manusia dengan cara detoksifikasi. HCN dapat didetoksifikasi dalam tubuh 
manusia apabila jumlahnya tidak melebihi batas dosis oral yaitu 0,5 – 3,5 mg/kg 
berat badan. Proses detoksifikasi terjadi pada organ hati dan disebut dengan 
sulfurasi. HCN dalam tubuh didetoksifikasi menjadi ion tiosianat dengan enzim 
rhodanese (sulfur transferase) yang terletak di mitokondria.  Tahapan detoksifikasi 
diawali dengan reaksi antara HCN dan Tiosulfat (sulfur endogen dalam tubuh) 
dengan enzim Rhodanase di mitokondria. Enzim rhodanese mengandung gugus 
aktif disulfida yang bereaksi dengan HCN dan Tiosulfat. Ion tiosianat (yang bersifat 
kurang toksik) akan diekskresikan keluar melalui urin. Proses detoksifikasi tersebut 
berlangsung lambat karena tiosulfat dalam tubuh bersifat terbatas, sehingga 
apabila konsumsi HCN melebihi batas toleransi dosis oral maka akan 
menyebabkan keracunan karena HCN tersebut belum mampu didetoksifikasi 
menjadi tiosianat yang bersifat kurang toksik. Oleh karena itu dalam kasus 
keracunan sianida, dapat diatasi dengan menambahkan sulfur kedalam tubuh 
dalam bentuk Sodium Tiosulfat. Sodium tiosulfat akan mempercepat proses 
detoksifikasi, sehingga perubahan tiosianat menjadi lebih cepat dan dapat 
mengatasi keracunan HCN (Ballhorn et al., 2009; Hall and Borron, 2016; Mithöfer 









Gambar 2.17 Mekanisme Detoksifikasi HCN pada Tubuh Manusia 
(Mithöfer and Maffei, 2017) 
 
2.9 Kandungan Senyawa Anti Nutrisi Kacang Di Indonesia 
 
Kacang – kacangan merupakan salah satu jenis bahan pangan yang 
mengandung nutrisi seperti protein, karbohidrat, serat pangan dan minera, 
namun kacang – kacangan  juga mengandung senyawa anti- nutrisi seperti asam 
fitat selain itu beberapa jenis kacang juga mengandung senyawa toksik seperti 
asam sianida (HCN). Indonesia merupakan salah satu negara yang  memiliki 
banyak jenis kacang – kacangan, berikut ini merupakan beberapa jenis kacang 
– kacangan di Indosesia. 
 
Tabel 2.4 Kandungan Anti Nutrisi Kacang – Kacangan Dari Berbagai Penelitian  
Jenis kacang  Kandungan Jumlah Referensi 
Koro Benguk 
(Tepung) 





Lemak  14,19% 
Karbohidrat  36,83% 
HCN 5,49 (mg/kg) 
Koro Pedang (segar) HCN  38,37 ppm  (A, Nohong and 
Nurhaedah, 2014) 




(Diniyah, Windrati and 
Maryanto, 2013) 
Koro Benguk (segar) Asam fitat  10,87 mg/kg 
(Pramita, 2008) Koro Glinding (segar) Asam fitat 11,78 mg/kg 
Koro Pedang (segar) Asam fitat  9,04 mg/kg 






BAB III. KERANGKA PENELITIAN 
 
 
3.1 Kerangka Pemikiran 
 
Kacang – kacangan merupakan salah satu sumber pangan yang mengandung 
protein, terdapat berbagai macam spesies kacang kacangan yang dapat 
dikonsumsi, salah satu jenis kacang tersebut yaitu kacang arbila  (P.Lunatus L / 
Lima bean)  (Kaushik et.al, 2018). Kacang arbila merupakan salah satu kacang 
spesies Phaseolus lunatus L.Kacang arbila merupakan salah satu jenis kacang 
yang tumbuh liar di daerah Nusa Tenggara Timur, Indonesia. Kacang arbila 
mengandung senyawa beracun berupa glikosida sianogen / linamarin (Yellavila et 
al., 2015). Senyawa beracun pada kacang arbila berupa glikosida sianogenik 
berpotensi menghasilkan sianida  karena melepaskan racun berupa hidrogen 
sianida (HCN)  yang berbahaya apabila dikonsumsi langsung tanpa proses 
pengolahan (Ballhorn et al., 2009) Proses pembentukan sianida diawali dengan 
hidrolisis linamarin oleh enzim linamarase yang terjadi saat sel mengalami 
kerusakan. Setelah linamarin mengalami hidrolisis maka dihasilkan aseton 
sianohidrin yang merupakan prekursor pembentukan Asam sianida (HCN) bebas 
(Ballhorn et al., 2009) Berbagai upaya telah dilakukan bertujuan untuk 
meminimalkan efek senyawa antinutrisi dan senyawa beracun sehingga dapat 
meningkatkan pemanfaatan kacang dengan menghilangkan atau menurunkan 
kadar senyawa HCN. Toksisitas HCN dapat secara signifikan diturunkan dengan 
proses pengolahan (Duodu K.G., 2014).  Metode yang digunakan yaitu dengan 
cara pengolahan seperti perendaman dalam air, perendaman dalam larutan 
sodium bikarbonat, perkecambahan, perebusan, penyangraian, autoklaf, dan 
fermentasi (Shimelis and Rakshit, 2007; Yasmin et al., 2008; Duodu and Apea-
Bah, 2017; Kaushik et.al, 2018). Proses tersebut belum memperhatikan kondisi 
optimal aktivitas enzim linamarase, sehingga dapat memungkinkan ditemukannya 
sisa senyawa residu sianida  yang masih beracun pada bahan (Harijono et.al, 
2011). Munculnya senyawa HCN bebas diakibatkan adanya prekusor 
pembentukan senyawa HCN bebas yaitu aseton sianohidrin yang dapat 
menyebabkan  kacang menjadi beracun.  
Menurut beberapa penelitian karakteristik enzim linamarase dapat berbeda 






1987), daun singkong pH 7 dan suhu 55 oC (Mkpong et al., 1990), singkong pahit 
pH 6 dan suhu 40 oC (Askurrahman, 2010), Gadung pH 7,5 dan suhu 45oC (Kurniati 
et al., 2015), sehingga diperlukan adanya penelitian terkait karakterisasi enzim 
linamarase dari kacang arbila. Purifikasi enzim linamarase diawali dengan proses 
ektraksi enzim. Prinsip ektraksi enzim dilakukan  berdasarkan teknik isolasi protein 
yaitu dengan cara memisahkan sel dari jaringannya, menghacurkan membran sel 
untuk mengambil kandungan sitoplasma dan organel sel serta memisahkan 
organel - organel tersebut dari molekul penyusunnya (Fatchiyah et al., 2015). 
Ekstraksi dilakukan dengan metode homogenisasi yaitu menggunakan pelarut 
berupa buffer dan alat homogenizer seperti berupa blender, ultrasonikasi, dan 
hand homogenizer. Hasil ekstraksi berupa larutan keruh yang berupa organel - 
organel sel, makromolekul penyusun sel yaitu protein dalam buffer. Ekstrak 
tersebut dipisahkan melalui proses sentrifugasi untuk memisahkan pelet 
(endapan)  dan supernatan. Pelet yang berupa organel – organel sel akan 
mengendap  karena ukuran partikelnya lebih besar, sedangkan makromolekul 
penyusun sel seperti protein yang ukurannya lebih kecil akan terlarut dalam buffer 
yang disebut supernatan (crude enzyme) (Scopes, 1994; Fatchiyah et al., 2015). 
Crude enzyme yang dihasilkan merupakan enzim linamarase dalam bentuk enzim 
kasar (crude enzyme) sehingga perlu proses purifikasi lebih lanjut dengan cara 
presipitasi amonium sulfat dan dialisis.  
Presipitasi amonium sulfat digunakan karena kelarutannya yang tinggi, relatif 
lebih murah, non toksik, dan tidak mempengaruhi aktivitas enzim. Presipitasi 
dilakukan dengan menambahkan garam amonium sulfat ke dalam ekstrak kasar 
enzim pada suhu rendah  4oC  disertai dengan pengadukan , penambahan garam 
amonium sulfat dilakukan secara bertahap pada konsentrasi tertentu sehingga 
dihasilkan beberapa konsentrasi amonium sulfat amonium sulfat. Konsentrasi  
dengan aktivitas enzim tertinggi, dilanjutkan ke proses dialisis.  
Dialisis merupakan proses pemisahan molekul – molekul yang lebih besar 
melalui membran semi permiabel. Dialisis bertujuan  untuk menghilagkan  molekul-
molekul dan kontaminan dengan berat molekul rendah yang berlebihan serta yang 
berpengaruh pada kestabilan enzim (Andrew, Titus and Zumstein, 2002). 
Karakterisasi enzim linamarase dilakukan setelah didapatkan enzim linamarase 
hasil pemurnian dialisis. Karakterisasi enzim yang diamati yaitu pengaruh aktivitas 
enzim terhadap pH dan suhu. Suhu dan pH  berpengaruh pada aktivitas enzim 






terganggunya kestabilan enzim sementara itu adanya perubahan pH pada 
lingkungan berpengaruh pada efektivitas sisi aktif enzim sehingga pada pH terlalu 
tinggi maupun terlalu rendah dapat menurunkan aktivitas yang dimiliki oleh 
enzim.Hasil karakterisasi enzim menunjukkan pH dan suhu optimum aktivitas 
enzim linamarase kacang arbila, yang dapat dimanfaatkan untuk meningkatkan 
aktivitas linamarase dalam menghidrolisis linamarin sebagai upaya untuk  
membantu  memaksimalkan detoksifikasi kadar sianida sehingga residu sianida 
tidak terbentuk setelah proses penurunan atau penghilangan sianida.  
Aplikasi enzim linamarase pada kacang arbila dilakukan dengan 
menambahkan enzim linamarase hasil purifikasi pada kacang arbila. Hal ini 
bertujuan untuk memaksimalkan kontak antara enzim dan substrat dalam proses 
hidrolisis linamarin sehingga dapat membantu membebaskan sianida pada 
kacang secara maksimal. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan 
menyatakan bahwa adanya penambahan enzim linamarase ke dalam sampel 
dapat menurunkan kadar sianida pada sampel (Ikediobi and Onyike, 1982; 
Petruccioli et al., 1999; Sornyotha et.al., Ratanakhanokchai, 2010; Harijono et.al., 
2011; Murugan et.al., 2012; Kurniati et al., 2015). Hal ini dikarenakan enzim 
linamarase akan membantu kerja enzim linamarase pada bahan dalam 
menghidrolisis senyawa linamarin dan menghasilkan HCN bebas, HCN bebas 
akan lebih mudah dihilangkan sehingga tidak terbentuk senyawa residu sianida 
setelah proses penurunan atau penghilangan sianida.  Kerangka konsep penelitian 















3.2 Kerangka konsep Penelitian  
 
 






3.3 Kerangka Operasional  
 






3.4    Hipotesis   
 
Memperoleh enzim linamarase hasil purifikasi dari kacang arbila dan 
mengevaluasi kemurnian enzim linamarase setelah purifikasi, mendapatkan hasil 
pengujian karakterisasi enzim terkait pH dan suhu optimum terhadap aktivitas 
enzim linamarase. Kemudian mengaplikasikan enzim dengan cara penambahan 
enzim pada kacang arbila untuk memaksimalkan kontak antara enzim dan substrat 
agar proses hidrolisis terjadi secara maksimal yang ditandai dengan banyaknya 































BAB IV. METODE PENELITIAN 
 
4.1    Tempat dan Waktu Penelitian  
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Biokimia Pangan, Laboratorium 
Bioteknologi, dan Laboratorium Kimia Dasar di Jurusan Teknologi Hasil Pertanian 
Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Brawijaya Malang. Penelitian ini dimulai 
bulan November 2019 hingga Juni 2021 
 
4.2 Alat dan Bahan 
4.2.1 Alat 
 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi blender, timbangan, kain 
saring, spatula, cawan petri, kertas Whattman 33mm. Alat yang digunakan untuk 
prosedur analisa yaitu, sentrifuge dingin (Thermo Scientific), timbangan analitik, 
oven listrik (Memmert), plate stirer dingin (Thermo Scientific), water bath (Julabo) 
,inkubator (Memmert), spektrofotometer UV-Vis(Shimadzu), pH meter, desikator, 
ruang asam,  vortex – mixer, tabung sentrifuge, glassware, magnetic stirer. 
 
 
4.2.2 Bahan  
 
Bahan utama yang digunakan pada penelitian ini adalah kacang arbila 
merah yang diperoleh dari daerah Nusa Tenggara Timur. Bahan kimia yang 
digunakan yaitu Waterone Onemed, NaH2PO4 merck, Na2HPO4 merck, Picric Acid 
Sigma, Na2CO3 merck, KCN sigma, PVP sigma, NaOH merck, (NH4)2SO4 merck, 
KOH merck, H2SO4   Smart Lab, H3PO4 merck, Bovine Serum Albumin merck, 
Coomasie Briliant Blue merck, etanol 95% onemed.   
 
4.3 Penelitian Pendahuluan  
 
Penelitian pendahuluan bertujuan untuk analisa bahan baku kacang arbila 
meliputi : analisa kadar sianida, air, abu, lemak, protein. Berikut ini adalah tahapan 










4.3.1 Analisa Proksimat Bahan Baku 
 
Penelitian pendahuluan diawali dengan analisa bahan baku yang meliputi 
analisa kadar air, protein, total lemak, karbohidrat, dan abu. Analisa proksimat 
dilakukan dengan metode (AOAC, 1990) 
 
4.3.2 Analisa Kadar Sianida Bahan Baku 
 
a. Analisa Kualitatif sianida (Sudarmadji, Haryono and Suhadi., 2010)  
 
Analisa kadar sianida pada bahan baku kacang arbila dilakukan dengan tiga 
metode yang berbeda yaitu  metode kualitatif, semi kuantitatif dan hidrolisis asam. 
Metode kualitatif sianida menggunakan kertas pikrat bertujuan untuk mendeteksi 
adanya kandungan sianida dalam bahan baku secara kualitatif. Metode ini diawali 
dengan pembuatan kertas pikrat  pembuatan kertas pikrat yaitu, menggunting 
kertas Whatman No 42 atau kertas saring  dengan ukuran (1 x 7 cm), kemudian 
rendam kertas ke dalam asam pikrat jenuh 2,5%  dan dikeringkan selama 30 menit. 
Lalu rendam dengan larutan natrium karbonat (Na2CO3) 8% kemudian 
dikeringkan. Pengujian HCN dilakukan dengan menimbang 50 gram sampel dan 
dihaluskan. Kemudian sampel dimasukkan kedalam botol dan ditambahkan 50 ml 
akuades dan asam tartrat 5% 10 ml. Gantung kertas pikrat pada leher botol dan 
ditutup. Lalu panaskan botol dengan penangas air 50oC selama 30 menit, 
kemudian amati perubahan warna pada kertas pikrat. Identifikasi HCN 
memberikan hasil positif ditandai dengan perubahan warna kuning pada kertas 
menjadi kuning kecoklatan sampai coklat kemerah-merahan.  
 
b.   Analisa Sianida Metode Pikrat (Egan, Yeoh and Bradbury, 1998; Bradbury, 
Egan and Bradbury, 1999; Drochioiu et al., 2008)  
 
Analisa sianida metode pikrat merupakan salah satu bentuk pengukuran 
kadar sianida secara kuantitatif. Hasil pengukuran kadar  sianida metode pikrat 
dalam bentuk total sianida (ppm). Analisa diawali dengan pembuatan kertas pikrat, 
yaitu,  yaitu, menggunting kertas Whatman ukuran (1 x 7 cm), lalu rendam kertas 
ke dalam larutan asam pikrat 1,4 gram dalam 100 ml larutan natrium karbonat 






HCN dilakukan dengan cara menimbang 25 - 100 miligram sampel dan dihaluskan. 
Kemudian sampel dimasukkan kedalam botol dan ditambahkan 0,5 ml buffer fosfat 
pH 10. Gantung kertas pikrat pada leher botol dan ditutup. Diamkan  selama 16 – 
24 jam suhu 30oC. Selanjutnya mengamati perubahan warna pada kertas pikrat 
dan kemudian kertas pikrat direndam dalam 5 ml H2O selama 30 menit. 
Selanjutnya dilakukan pengukuran absorbansi dengan menggunakan 
spektrofotometer UV-Vis panjang gelombang 510 nm. Kadar total sianida 
diestimasikan dan dihitung dengan kurva standar KCN  
 
c.   Analisa Sianida Metode Hidrolisis Asam (Bradbury, Egan and Lynch, 1991) 
 
Analisa sianida metode hidrolisis asam merupakan pengukuran kadar 
sianida secara kolorimetri tanpa memerlukan reaksi hidrolisis enzim. Perbedaan 
metode hidrolisis asam dengan metode pikrat yaitu, dalam metode hidrolisis asam 
menghasilkan keseluruhan bentuk sianida selama proses pembentukan HCN yaitu 
total sianida, HCN bebas, limamarin dan sianohidrin (Bradbury, Egan and Lynch, 
1991). Tahapan metode hidrolisis asam diawali dengan ekstraksi  linamarin dari 
kacang arbila. Kacang arbila dihancurkan dengan dan dilarutkan dengan H3PO4 
0,1 M dengan pH rendah. Kemudian campuran disaring menggunakan kertas 
saring Whatman no 1 dan disentrifugasi pada 8000 g selama 10 menit. Dipisahkan 
antara filtrat dan endapan, filtrat disimpan pada suhu 4oC semalaman. Selanjutnya 
dilakukan tahapan pengujian total sianida yanf dilakukan dengan menambahkan 2 
ml filtrat ke dalam 2 ml H2SO4  4 M dalam tabung reaksi dan ditutup dengan 
stropper. Kemudian larutan dipanaskan dalam air mendidih 100oC selama 50 
menit dan didinginkan dengan air es dingin. Larutan dibiarkan semalaman pada 
suhu 4oC. Setelah itu, ditambahkan NaOH 3,6 M ke dalam larutan dan inkubasi 
selama 5 – 10 menit dan dilanjutkan dengan prosedur kolorimetri. Dalam tahapan 
ini, larutan harus dalam kondisi basa untuk memastikan aseton sianohidrin 
terdekomposisi sianida. 
Tahapan selanjutnya untuk menentukan adanya HCN lain (HCN bebas) 
dalam filtrat, maka ditambahkan 5 ml filtrat ke dalam 5 ml buffer fosfat 0,2 M pH 6 
dan dilanjutkan dengan prosedur kolorimetri. Sementara itu untuk menentukan 
HCN dan aseton sianohidrin diperoleh dengan menambahkan 2 ml filtrat ke dalam 






dengan es dengan air dingin. Kemudian ditambahkan 5 ml NaOH 3,6 M ke dalam 
larutan dan diikuti prosedur kolorimetri.  
Prosedur kolorimetri dilakukan dengan menambahkan 1 ml larutan larutan 
ke dalam 7 ml buffer fosfat 0,2M pH 6 ke dalam dua tabung reaksi. Ke dalam 
tabung reaksi pertama ditambahkan 2 ml H2O untuk digunakan sebagai blanko 
sementara itu pada tabung reaksi kedua ditambahkan 0,4 ml 5 g/liter larutan 
kloramin – T. Tabung didinginkan dalam es selama 5 menit dan ditambahkan 1,6 
ml piridin dalam larutan asam barbiturat dan diinkubasi selama 60 – 90 menit 
hingga menjadi warna ungu. Absorbansi diukur pada 583 nm, pengukuran dengan 
cara yang sama terhadap larutan blanko. Estimasi kadar sianida diperoleh 
berdasarkan plot kurva standar KCN.   
 
 
4.4    Penelitian Tahap 1 
 
Penelitian dilakukan dalam dua tahap yaitu, penelitian tahap satu meliputi 
ekstraksi enzim linamarase, ekstraksi linamarin, pengukuran kadar protein  crude 
enzim, pengujian crude aktivitas enzim linamarase, penentuan konsentrasi 
optimum amonium sulfat, presipitasi enzim linamarase, pengukuran kadar protein 
enzim linamarase, pengujian aktivitas enzim linamarase, dan pengujian 
karakterisasi dan stabilitas enzim hasil purifikasi.  
 
4.4.1 Ekstraksi Enzim Linamarase (Haque and Bradbury, 1999; Nwokoro, 2016) 
 
Proses ekstraksi enzim dilakukan karena sebagian besar protein terisolasi 
dalam cairan ekstraseluler sehingga diperlukan penghancuran dan ekstraksi untuk 
mengisolasi protein dalam sampel. Metode ekstraksi enzim diawali dengan 
menimbang sampel sebanyak 20 gram dan ditambahkan buffer fosfat pH 6 0,1 M, 
1 gram PVP. Campuran tersebut kemudian di blender selama 4 menit. Selanjutnya  
filtrat di homogenisasi selama 1 jam (kondisi dingin) menggunakan magnetik stirer 
kecepatan 500 – 800  rpm selama 1 jam dengan kondisi dingin 4oC. Setelah proses 
tersebut maka filtrat protein disentrifugasi 8000 rpm selama 30 menit suhu 4oC, 
kemudian supernatan dan pelet (endapan) dipisahkan. Supernatan disimpan pada 
suhu 4oC, dan dilakukan pengujian aktivitas enzim linamarase serta pengukuran 







4.4.2 Ekstraksi Substrat Linamarin (Cooke, 1978; Bradbury, Egan and Lynch, 
1991; Haque and Bradbury, 2004; Sornyotha, Kyu and Ratanakhanokchai, 
2007) 
  
Linamarin merupakan substrat dari enzim linamarase. Linamarin akan 
berinteraksi dengan enzim linamarase ketika sel mengalami kerusakan, sehingga 
terjadi proses hidrolisis yang menghasilkan senyawa aseton sianohidirin dan 
sianida bebas. Beberapa metode terkait ekstraksi linamarin dari jaringan  tanaman 
telah banyak dikembangkan, hal ini dikarenakan linamarin digunakan sebagai 
substrat untuk mendeteksi aktivitas linamarase.  Ekstraksi linamarin dari kacang 
arbila dimodifikasi berdasarkan metode (Cooke, 1978; Bradbury, Egan and Lynch, 
1991; Sornyotha, Kyu and Ratanakhanokchai, 2007). Ekstraksi linamarin diawali 
dengan menimbang sampel  kemudian dimasukkan kedalam blender dan 
ditambahkan 100 ml HCL 0,1M. Campuran tersebut diblender selama 2 menit. Lalu 
campuran disaring dan disimpan filtrat pada suhu 4oC  semalam. Selanjutnya filtrat 
disentrifugasi dingin suhu 4oC, kecepatan 8000 rpm selama 10 – 15 menit 
kemudian supernatan dan pelet dipisahkan,  disimpan pada suhu -20oC. 
 
4.4.3 Pengukuran Kadar Protein Enzim (Bradford, 1976 dalam Ahmed, 2004; 
Fatchiyah et al., 2015) 
 
Pengukuran kadar protein enzim linamarase dilakukan dengan metode 
(Bradford, 1976 dalam Ahmed, 2004; Fatchiyah et al., 2015). Metode pengukuran 
protein diawali dengan pembuatan reagen Bradford yaitu, menimbang 10 mg 
Coomassie Blue G250 ke dalam 5 ml etanol 95% dan dihomogenkan dengan 
asam fosfat 85% 10 ml. Lalu ditambahkan aquades sampai volume mencapai 100 
ml dan saring larutan hingga berwana coklat bening. Simpan reagen dalam botol 
gelap 
 Pengujian kadar protein dilakukan dengan memasukkan 90 µL NaCl 0,9% 
kedalam tabung reaksi dan masukkan sampel sebanyak 10 µL. Tabung untuk 
blanko diisi buffer 100 ml. Tambahkan 5 ml reagen Bradford pada masing – masing 
tabung reaksi, dan inkubasi pada suhu ruang selama 15 menit. Selanjutnya 






595 nm, dan hitung kadar protein sampel dengan plot ke persamaan regresi kurva 
standar.  
Pembuatan kurva standar protein dilakukan dengan cara yaitu menimbang 
10 mg Bovine Serum Albumin (BSA) dilarutkan dalam 10 ml buffer, sehingga 
didapatkan larutan stok 1mg/ml. Diambil 1 ml larutan stok dan diencerkan dengan 
9 ml buffer, sehingga didapatkan larutan stok 0,1 mg/ml dan dibuat seri konsentrasi 
0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 ; 15 dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml yang 
ditetapkan menggunakan buffer. Masing – masing larutan ditambahkan 5 ml 
reagen Bradford dan diinkubasi selama 15 menit, lalu dilakukan pengukuran 
absorbansi pada panjang gelombang 595 nm. Kemudian gambarkan kurva 
standar kadar protein yang diperoleh dengan plot nilai absorbansi  pada sumbu y 
dan konsentrasi larutan standar pada sumbu x. Hitung persamaan garis linear y = 
a + bx  dan nilai r.  
 
4.4.4 Pengujian Aktivitas Enzim Linamarase  
 
Pengukuran aktivitas enzim linamarase dilakukan dengan modifikasi metode  
(Nwokoro, 2016). Aktivitas linamarase diuji dengan menentukan HCN yang 
berasal dari esktrak linamarin, satu unit aktivitas didefinisikan sebagai jumlah 
enzim yang melepaskan 1µg HCN dalam 10 menit dalam kondisi pengujian 
aktivitas. Pengujian aktivitas enzim dilakukan dengan memasukkan 0,5 ml larutan 
enzim dalam Buffer fosfat 0,1 M (pH 6) ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 
0,5 ml larutan linamarin dalam buffer fosfat 0,01 M (pH 6) inkubasi selama 20 menit 
suhu 32±2 °C. Selanjutnya setelah inkubasi, ditambahkan 2 ml KOH 2%  dan 1 ml 
larutan asam pikrat ( dibuat dengan melarutkan 1 gram asam pikrat : 5g Na2CO3 : 
200ml H2O). Campuran tersebut dihomogenisasi, kemudian reaksi dihentikan 
dengan memasukkan tabung  kedalam es selama 5 menit. Lalu dilakukan 
pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 510 nm dengan 
spektrofotometer.  
Kurva standar aktivitas enzim yang digunakan berupa kurva standar KCN.  
pembuatan kurva dilakukan dengan membuat larutan stok KCN 1000 ppm ( 1 
mg/ml) kemudian larutan stok diencerkan kedalam konsentrasi: 10, 25, 50, 100, 
150, 200, dan 250 µg/ml. Lalu ditambahkan 2 ml KOH 2% dan 1 ml larutan asam 
pikrat, inkubasi selama 10 menit pada suhu 37oC. Selanjutnya didinginkan pada 






gelombang 510 nm. Aktivitas enzim ditentukan dengan plot kurva standard dengan 
grafik µg KCN / ml terhadap absorbansi. 1 unit  enzim di definisikan sebagai 1 µg 
HCN dalam 10 menit pengujian.  
 
4.4.5 Penentuan Konsentrasi Optimum Amonium Sulfat  (Yeoh, Bradburry And 
Egan, 1997; Burgess And Deutscher, 2009) 
 
Penentuan konsentrasi optimum amonium sulfat dilakukan dengan metode 
fraksinasi. Fraksinasi dilakukan dengan menimbang amonium sulfat untuk 
konsentrasi 0%, 20%, 40%, 60%, 80% sesuai dengan tabel konsentrasi amonium 
sulfat pada Tabel 4.9 Crude enzim diambil sebanyak 20 ml dan ditambahkan 
amonium sulfat pada tiap konsentrasi sedikit demi sedikit. Campuran tersebut 
diaduk dengan magnetik stirer selama 24 jam kondisi dingin 4oC, kemudian 
dipisahkan dengan sentrifugasi dingin 4oC pada kecepatan 10.000 g selama 30 
menit. Supernatan dan pelet hasil sentrifugasi dipisahkan.  
Supernatan dari tiap konsentrasi 0%, 20%, 40%, 60%, 80% ditambahkan 
amonium sulfat kembali ke tingkat kejenuhan 20% untuk mendapatkan konsentrasi 
amonium sulfat yaitu konsentrasi 1:  0-20%, konsentrasi 2: 20- 40, konsentrasi 3: 
40%- 60%, konsentrasi 4: 60% - 80% dan konsentrasi 5: 80-100%. Campuran 
tersebut diaduk dengan magnetik stirer selama 24 jam kondisi dingin 4oC dan 
sentrifugasi dingin 4oC pada kecepatan 10.000 g selama 30 menit. Supernatan 
dan presipitat hasil sentrifugasi dipisahkan. Presipitat tiap konsentrasi yang telah 
diperoleh, dilakukan pengujian aktivitas enzim dan pengujian kadar total protein 
untuk mendapatkan nilai aktivitas spesifik enzim. Berdasarkan hasil perhitungan 
pada Tabel 4.8 didapatkan konsentrasi optimum amonium sulfat yang digunakan 
untuk presipitasi enzim linamarase.  
  
Tabel 4.8 Penambahan Amonium Sulfat Tiap Konsentrasi  
Konsentrasi awal 0 20 40 60 80 
 0 2,12 g 4,52 g 7,22 g 10,32 g 
Konsentrasi 
Konsentrasi 
0 – 20% 20 – 40% 40 – 60% 60 – 80% 80 – 100% 








4.4.6 Presipitasi Protein (Yeoh, Bradburry And Egan, 1997; Burgess And 
Deutscher, 2009) 
 
Hasil penentuan konsentrasi optimum amonium sulfat selanjutnya 
digunakan untuk tahapan presipitasi protein dengan ammonium sulfat. Tahapan 
ini diawali dengan menimbang Amonium sulfat konsentrasi optimum, kemudian 
ditambahkan dalam 200 ml supernatan crude enzim linamarase dan dilakukan 
pengadukan magnetik stirer selama 24 jam kondisi dingin 4oC. Campuran  tersebut 
dipisahkan dengan sentrifugasi dingin 4oC pada kecepatan 8000 rpm selama 30 
menit dan dipisahkan antara supernatan dan presipitat. Presipitat dilarutkan dalam 
buffer fosfat pH 6 0,001M   dan dilanjutkan pemurnian dengan dialisis.  
 
4.4.7 Dialisis (Andrew, Titus and Zumstein, 2002; Phillips and Signs, 2004). 
 
Tahapan dialisis diawali dengan menyiapkan kantung selofan dengan 
panjang 20 – 30 cm. Kemudian dilakukan pencucian kantung dengan cara rendam 
kantung dalam akuades dan gosokkan masing – masing sisi hingga terpisah, bilas 
bagian dalam dan luar kantung. Lalu campurkan 400 ml 10 mM EDTA (pH 8) dan 
400 ml 0,05M NaHCO3 . Kantung dicuci dalam campuran tersebut dengan 
magnetik stirer selama 30 menit. Setelah pencucian bilas kantung selofan dengan 
800ml akuades hangat  hingga 3 kali. Selanjutnya yaitu memasukkan sampel 
kedalam tabung dialisis yang dilakukan dengan cara mengikat salah satu ujung 
bagian kantung yang telah dicuci, kemudian tambahkan sampel protein melalui 
ujung kantung lainnya, gerakkan sampel ke dalam tabung dengan menekan 
menggunakan jari untuk menghilangkan ruang udara dalam kantung dan ikat kuat. 
Tempatkan kantung dialisis ke dalam gelas kimia yang berisi buffer dialisis yaitu 
buffer fosfat pH 6 0,0001M  aduk dengan magnetik stirer suhu 4oC. Buffer dialisis 
diganti setiap 2 – 3 jam, lakukan selama 24 jam  
Proses dialisis dihentilkan dengan menganalisa kandungan endapan pada 
larutan bufferDiambil 2 – 5 ml buffer dialisis dan dimasukkan kedalam tabung 
reaksi, kemudian ditambah 1 ml HCl 6 M dan 5 ml BaCl2 0,1 M. Apabila tidak 
terbentuk endapan, maka dialisis dihentikan (Erviana et al., 2019). Keluarkan 
kantong dialisis dari buffer dan lepaskan ikatan penutup itu kantung. Pindahkan 







4.4.5 Karakterisasi Enzim Linamarase  
 
4.4.5.1 Penentuan pH optimum enzim linamarase (Nwokoro, Ogbonna and 
Okpala, 2010; Nwokoro and Anya, 2011).   
 
Penentuan pH optimum enzim linamarase dilakukan dengan menguji 
aktivitas enzim linamarase pada beberapa variasi pH berbeda. Variasi pH yang 
digunakan yaitu  3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0. Masing – 
masing variasi pH dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. pH aktivitas enzim 
diukur menggunakan larutan bufer konsentrasi 0,1M dan pH yang berbeda yaitu  
pH 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 bufer asetat , pH 6,0; 6,5; 7,0;  7,5  buffer fosfat, 8,0; 8,5; 
9,0 bufer tris-HCL 
Pengujian pH optimum  enzim dilakukan dengan memasukkan 0,5 ml 
enzim linamarase pada tabung reaksi, kemudian dtambahkan 0,5 ml ekstrak 
linamarin dengan pH yang berbeda yaitu 4,0 – 7,5 dan diinkubasi pada suhu 50oC 
selama 1 jam. Reaksi dihentikan dengan memasukkan tabung pada es dan 
dilakukan pengujian aktivitas enzim. Aktivitas enzim diukur dengan absorbansi 
sampel menggunakan sprektrofotometer dengan panjang gelombang 510 nm. pH 
optimum enzim linamarase ditentukan berdasarkan % aktivitas relatif enzim 
linamarase paling tinggi.  
 
4.4.5.2 Penentuan suhu optimum enzim linamarase (Nwokoro, Ogbonna and 
Okpala, 2010; Nwokoro and Anya, 2011).   
 
Penentuan suhu optimum enzim linamarase dilakukan dengan menguji 
beberapa variasi suhu terhadap aktivitas enzim linamarase. Variasi suhu yang 
digunakan yaitu 0, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 dan 70oC. Masing – masing variasi 
dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Pengujian suhu optimum dilakukan  
dengan memasukkan 0,5 ml enzim linamarase ke dalam tabung reaksi dan 
diinkubasi pada suhu 35 – 65oC selama 30 menit dengan water bath. Kemudian 
tabung reaksi didinginkan dan ditambahkan 0,5 ml linamarin dalam buffer fosfat 
0,2M (pH 6), lalu dinkubasi selama 30 menit suhu 30oC. Reaksi dihentikan dengan 
mendinginkan tabung dan dilakukan uji aktivitas enzim. Aktivitas enzim diukur 
dengan absorbansi sampel menggunakan sprektrofotometer dengan panjang 
gelombang 510 nm..  Suhu optimum enzim linamarase ditentukan berdasarkan % 







4.4.5.3 Pengujian Stabilitas pH (Nwokoro, Ogbonna and Okpala, 2010; Nwokoro 
and Anya, 2011).   
 
Pengujian stabilitas pH bertujuan untuk megetahui kestabilan enzim 
linamarase pada beberapa pH berbeda. Pengujian dilakukan dengan 
memasukkan 0,5 enzim linamarase dalam buffer pH 3 – 9,0 pada tabung dan 
diinkubasi pada suhu 50oC selama 3 jam. Setelah itu reaksi dihentikan dengan 
menambahkan 0,5 ml ekstrak linamarin dalam buffer fosfat 0,2M (pH 6) dan 
dinkubasi  pada suhu 50oC selama 1 jam. Kemudian dilakukan pengukuran enzim. 
PeRrsentase aktivitas relatif enzim dihitung dengan persamaan berikut :  
 
% 𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑓 =  
𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚 𝑝𝑎𝑑𝑎 𝑝𝐻 𝑡𝑒𝑟𝑡𝑒𝑛𝑡𝑢 (𝑈 𝑚𝑙)⁄
𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚 𝑝𝑎𝑑𝑎 𝑝𝐻 𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑢𝑚  (𝑈 𝑚𝑙)⁄  
 𝑥 100% 
 
4.4.5.4 Pengujian Stabilitas suhu (Nwokoro, Ogbonna and Okpala, 2010; 
Nwokoro and Anya, 2011).   
 
Pengujian stabilitas suhu bertujuan untuk megetahui kestabilan enzim 
linamarase pada beberapa suhu. Pengujian dilakukan dengan memasukkan 0,5 
enzim linamarase pada tabung reaksi dan diinkubasi pada suhu 0 - 80oC selama 
3 menit. Setelah itu ditambahkan 0,5 ml linamarin dalam buffer fosfat 0,2M (pH 6) 
dan diinkubasi selama 30 menit suhu 30oC. Reaksi dihentikan dengan 
mendinginkan tabung dalam es. Kemudian dilakukan pengukuran enzim. 
Persentase aktivitas relatif enzim dihitung dengan persamaan berikut :  
% 𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑓 =  
𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚 𝑝𝑎𝑑𝑎 𝑠𝑢ℎ𝑢 𝑡𝑒𝑟𝑡𝑒𝑛𝑡𝑢 (𝑈 𝑚𝑙)⁄
𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚 𝑝𝑎𝑑𝑎 𝑠𝑢ℎ𝑢 𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑢𝑚  (𝑈 𝑚𝑙)⁄  















4.5 Penelitian Tahap 2  
 
Penelitian Tahap 2  merupakan tahapan aplikasi yang dilakukan dengan 
menambahkan enzim linamarase hasil purifikasi pada kacang arbila dengan 
variasi konsentrasi enzim linamarase dan lama waktu inkubasi. Penelitian ini 
bertujuan untuk mengetahui efek penambahan enzim terhadap kadar sianida pada 
kacang arbila. Tahapan dalam  penelitian ini merupakan hasil modifikasi penelitian 
(J. H. Bradbury and Denton, 2010; Harijono, Sutrisno and Siwi, 2011; Murugan, 
Sekar and Sohaibani, 2012). Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak 
Lengkap dengan  perlakuan konsentrasi linamarase ( 0, 50, 100,  dan 200 µl ) dan  
perlakuan lama waktu inkubasi (1, 3 dan 6 jam).  Masing – masing perlakuan 
dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Tahapan dilakukan dengan 
menghancurkan 500 – 1000 mg sampel dan dimasukkan kedalam botol, kemudian 
ditambahkan bufer fosfat pH 6 (0,2 M) sebanyak 2,5 ml. Selanjutnya ditambahkan 
enzim linamarase dengan berbagai konsentrasi dan campuran tersebut 
dihomogenkan. Gantung kertas pikrat dan ditutup. Diamkan pada berbagai waktu 
inkubasi pada suhu 50oC. Kemudian kertas pikrat direndam dalam 5 ml H2O 
selama 30 menit. Selanjutnya dilakukan pengukuran absorbansi dengan 
menggunakan spektrofotometer UV-Vis panjang gelombang 510 nm. Kadar total 
sianida diestimasikan dan dihitung dengan kurva standar KCN. Setelah proses 
perlakuan, dilakukan pengujian total sianida pada sampel dengan metode pikrat 
(Egan, Yeoh and Bradbury, 1998; Bradbury, Egan and Bradbury, 1999; Drochioiu 


















4.6 Diagram Alir  
4.6.1 Ekstraksi enzim Linamarase  
 
4.6.2 Ekstraksi Linamarin  
 
 










4.6.4 Pengujian aktivitas enzim  
 
 








4.6.6 Presipitasi Protein 
 
 
4.6.7 Pengujian Ph Optimum Enzim Linamarase 
 
 




































4.7 Pengujian dan Analisa  
 
Pada penelitian ini digunakan beberapa pengujian enzim linamarase kacang 
arbila, berikut ini adalah adalah Pengujian yang digunakan :  
 
1. Analisis Bahan Baku Kacang Arbila 
a. Kadar air metode oven kering  
b. Kadar total lemak  
c. Kadar protein metode Kjedahl 
d. Kadar Abu  
e. Kadar Sianida metode kualitatif 
f. Kadar sianida metode pikrat 
g. Kadar sianida metode hidrolisis asam  
 
2. Isolasi Enzim dan Pemurnian Enzim 
a. Ekstraksi Linamarase   
b. Ekstraksi Linamarin  
c. Presipitasi amonium sulfat  
d. Purifikasi dialisis 
 
3. Pengujian Enzim 
a. Pengujian aktivitas linamarase  
b. Pengukuran kadar protein Bradford 
c. Karakterisasi enzim pH dan Suhu  
d. Stabilitas enzim terhadap pH dan Suhu 
 
4. Aplikasi Enzim 
a. Kadar sianida metode pikrat  
 
5. Analisa Data  
Data hasil penelitian yang telah diperoleh dianalisis ragam dengan One 









BAB V. HASIL PENELITIAN  
 
5.1    Hasil Penelitian Pendahuluan  
5.1.1 Analisa Proksimat  
 
Hasil analisa proksimat dalam Tabel 5.1 menunjukkan bahwa kacang arbila 
memiliki kadar air 13,4%; protein 18,75%; total lemak 1,43%; karbohidrat 62,85%; 
dan abu 3,58%. Dibandingkan dengan hasil analisa proksimat kacang sejenis yaitu 
Phaseolus lunatus maka kacang arbila memiliki kandungan nutrisi yang potensial 
sebagai salah satu sumber pangan di Indonesia. 
 
Tabel 5.1 Hasil Analisa Proksimat Bahan Baku  
Parameter Analisa 
Kadar (%) 
Rerata ± SD Referensi Ulangan 1 Ulangan 2 
Kadar air 13,43 13,37 13,4 ± 0,04 14.8 ± 0,60a 
Protein 18,92 18,57 18,75 ± 0,25 23,7 0,53 a 
Total Lemak 1,45 1,41 1,43 ± 0,03 3,7 0,36 a 
Karbohidrat 62,64 63,05 62,85 ± 0,29 58.24 ±0.05b 
Kadar abu 3,56 3,6 3,58 ± 0,03 3.3 0.87 a 
Ket: a  (Corona-cruz et al., 2009)   , b (Betancur-ancona et al., 2004) 
 
5.1.2 Analisa Kadar Sianida Metode Kualitatif 
 
Hasil pengukuran sianida metode kualitatif dapat ditunjukkan pada Tabel 
5.2, menunjukkan bahwa kacang arbila positif mengandung senyawa asam 


















Tabel 5.2 Hasil Kadar Sianida Metode Kualitatif 
 
5.1.3 Analisa Kadar Sianida Metode Pikrat dan Hidrolisis Asam  
 
Hasil pengukuran sianida dalam Tabel 5.2 menunjukkan bahwa kacang arbila 
memiliki kadar total sianida  sebesar 2705,17 ± 5,31 ppm. Metode pikrat 
merupakan metode yang umum digunakan, namun peneltian  Haque and Bradbury 
(2002) menyatakan bahwa  metode ini dapat menjadi tidak akurat karena 
mengandalkan reaksi hidrolisis enzim linamarase pada sampel. Apabila sampel 
mengandung inhibitor enzim seperti tannin, flavonoid, atau saponin maka akan 
mempengaruhi reaksi hidrolisis linamarin yang dapat memberikan hasil negatif 
atau rendah pada pengujian total sianida. Sementara itu dalam metode pikrat 
hanya dapat mengukur kadar total sianida. sehingga untuk mengatasi hal tersebut, 
dilakukan pengukuran kadar sianida dengan metode lain yaitu hidrolisis asam 
yang bertujuan untuk membandingkan pengujian total sianida pada sampel. 
Berdasarkan hasil pengukuran sianida metode hidrolisis asam dalam Tabel 5.2 
menunjukkan kadar total sianida pada kacang arbila sebesar 2693,29 ± 10,31 
ppm,  linamarin 926,22± 33,38 ppm, HCN bebas 1211,06 ± 14,78 ppm, dan 
sianohidrin 556 ±13,17 ppm.  
Perbandingan hasil pengukuran kadar total sianida metode pikrat dan 
metode hidrolisis asam dalam Tabel 5.2 menunjukkan kadar yang lebih rendah 
Sampel Hasil pengamatan Kesimpulan 
Kacang arbila 
 










(2693,29 ± 10,31 ppm) dibandingkan dengan metode pikrat (2705,17 ± 5,31 
ppm). Hasil pengukuran total sianida diuji dengan analisa statistik dengan 
metode Independent Sample T-Test. Uji tersebut bertujuan untuk 
membandingkan rata – rata dua sampel yang tidak berhubungan agar dapat 
diketahui nilai signifikan kedua sampel memiliki rata – rata yang sama atau tidak. 
Hasil pengujian statistic dalam Gambar 5.1 menunjukkan bahwa tidak ada 
perbedaan kadar total sianida pada kedua metode yang digunakan yaitu pikrat 
dan hidrolisis asam. Kadar total sianida menggunakan metode pikrat lebih tinggi 
namun tidak berbeda dengan metode hidrolisis asam, sehingga dapat 
disimpulkan bahwa pengujian total sianida dapat dilakukan dengan kedua 
metode tersebut. Apabila pada analisa sianida membutuhkan pengukuran 
sianida dalam bentuk lain selain total sianida, maka disarankan menggunakan 
metode hidrolisis asam. Metode hidrolisis asam mampu menentukan sianida 
dalam bentuk keseluruhan yaitu seperti linamarin, HCN bebas, dan aseton 


























Table 5.2 Kadar Sianida Kacang Arbila Dengan Metode Pikrat Dan Hidrolisis Asam  
Metode Total sianida 
HCN + 
Aseton sianohidrin 
HCN  bebas Linamarin Aseton Sianohidrin  
Pikrat 2705.17 ± 5,31a - - - - 
Hidrolisis Asam 2693.29 ± 10.31a 1767.07 ± 12.52 1211.06 ± 14.78 926.22 ± 10.84 556.01 ± 13.17 







































5.2 Pengukuran Kadar Substrat Linamarin  
 
Linamarin (Glikosida sianogen) merupakan substrat dari enzim linamarase. 
Adanya interaksi antara linamarin dengan enzim linamarase menghasilkan 
senyawa beracun berupa hidrogen sianida (HCN). Ekstrak linamarin diperoleh 
dengan mengeskstraksi sampel dalam larutan asam HCL (0,1 M pH 1,8) hal 
tersebut bertujuan untuk menghentikan degradasi senyawa sianogen (Haque and 
Bradbury, 2004). Larutan asam pH rendah akan mencegah terjadinya reaksi 
hidrolisis linamarin menjadi aseton sianohidrin, pH optimum linamarin yaitu 5,6 
(Mkpong et al., 1990). Hasil ekstraksi berupa ekstrak linamarin, diukur dengan 
metode hidrolisis asam dan ditunjukkan dalam Tabel 5.3. Kadar ekstrak linamarin 
kacang arbila sebesar 1724,03 ppm. Ekstrak linamarin yang dihasilkan digunakan 
sebagi substrat untuk pengujian aktivitas enzim linamarase.  
 
Tabel 5.3  Hasil Pengukuran Linamarin Kacang Arbila 
Sampel Total sianida*  





2983,31 ± 6,26 1259,28 ± 6,26 1724,03 ± 2,37 
Ket: * Hasil dalam satuan ppm dan Rerata ± SD dari  3 ulangan  
**Kadar linamarin=  (Total sianida- (aseton sianohidrin + HCN bebas)) 
 
 
5.3 Pengukuran Aktivitas dan Kadar protein Crude Enzim Linamarase 
 
Pengujian enzim bertujuan untuk mengidentifikasi dan membuktikan 
keberadaan suatu enzim atau menentukan jumlah enzim dalam sampel 
(Bisswanger, 2014). Sebelum pengujian enzim dilakukan, maka perlu 
melaksanakan tahapan purifikasi enzim. Purifikasi enzim bertujuan untuk 
mendapatkan enzim dengan aktivitas spesifik yang lebih baik daripada crude 
(ekstrak kasar) enzim dalam suatu sampel . Tahapan purifikasi enzim diawali 
dengan ekstraksi enzim yang menghasilkan Crude enzim. Crude enzim linamarase 
merupakan hasil yang diperoleh dari tahapan ekstraksi linamarase dengan buffer 
fosfat pH 6 0,1M (Haque and Bradbury, 1999; Nwokoro, 2016). Ekstraksi 






sampel yang memiliki aktivitas biokimia. Pengukuran aktivitas enzim bertujuan 
untuk menentukan jumlah suatu enzim dalam kondisi tertentu, sehingga 
aktivitasnya dapat dibandingkan antara satu sampel  dengan sampel lainnya 
(Scopes, 2002). Pengukuran aktivitas enzim dilakukan dengan metode modifikasi 
metode  (Brien, Taylor and Poulter, 1991; Sornyotha, Kyu and Ratanakhanokchai, 
2010; Nwokoro, 2016). Aktivitas enzim linamarase diuji dengan menentukan HCN 
yang dibebaskan dari linamarin, kemudian direaksikan dengan larutan alkali pikrat.  
Satu unit aktivitas enzim didefinisikan sebagai jumlah enzim yang melepaskan 1µg 
HCN dalam 10 menit dalam kondisi pengujian aktivitas. Hasil pengujian aktivitas 
enzim ditunjukkan dalam Tabel 5.4   Berdasarkan tabel  tersebut diperoleh aktivitas 
enzim linamarase yaitu 212,60 ± 0,93 Unit/ml. Unit enzim menunjukkan jumlah 
enzim yang terukur dalam sampel. Menurut Bisswanger (2014), jumlah enzim tidak 
ditentukan oleh massa protein, sehingga aktivitas enzim tidak dapat membedakan 
enzim yang aktif dan tidak aktif oleh karena itu diperlukan pengukuran kadar protein 
untuk mengatasi hal tersebut.   
Pengukuran kadar protein pada suatu enzim merupakan tahapan yang 
sangat penting dalam purifikasi enzim, karena tingkat kemurnian pada suatu enzim 
bergantung pada penghilangan protein yang tidak diinginkan (Scopes, 2002). 
Crude enzim linamarase yang telah diketahui aktivitasnya, selanjutnya diukur kadar 
total protein menggunakan metode Bradford. Analisis kadar protein metode 
bradford merupakan metode pengukuran yang bergantung pada berdasarkan 
pengikatan pewarna Coomassie Briliant Blue  (CBB) G250   dengan protein (Kruger, 
2009). Kadar total protein yang diperoleh ditunjukkan dalam Tabel 5.2 yaitu 73,84 
± 2,87 mg/ml. Berdasarkan hasil pengukuran aktivitas enzim dan total protein, maka 
dapat dihitung aktivitas spesifik crude enzim linamarase. Hubungan antara aktivitas 
enzim dengan protein akan menghasilkan aktivitas spesifik . Aktivitas spesifik crude 
enzim linamarase diperoleh dengan membandingkan antara jumlah aktivitas crude 
enzim linamarase dengan total protein crude enzim linamarase. Hasil perhitungan 



















(U/ml) (mg/ml) (U/mg) 
Crude enzim 
linamarase 
212,60  ±  0,93 73,84 ± 2,87 2,88  ± 0,10 
Ket:  Hasil Rerata ± SD dari 3 ulangan ,  
 
 
5.4    Penentuan Konsetrasi Optimum Amonium Sulfat  
 
Crude enzim linamarase yang diperoleh selanjutnya dimurnikan 
menggunakan presipitasi protein dengan garam ammonium sulfat. Sebelum proses 
presipitasi dilakukan, maka perlu menentukan konsentrasi optimum ammonium 
sulfat. Penentuan konsentrasi optimum ammonium sulfat bertujuan untuk 
mendapatkan konsentrasi optimum ammonium sulfat yang digunakan untuk dapat 
mempresipitasi enzim linamarase yang memilki nilai aktivitas spesifik tertinggi. 
Penentuan konsentrasi optimum ammonium sulfat dilakukan dengan metode 
fraksinasi bertingkat. Fraksinasi dilakukan dengan penambahan amonium sulfat 
dengan tingkat konsentrasi yang diperoleh sehingga didapatkan hasil fraksi – fraksi 
enzim dengan tingkat konsentrasi yang berbeda – beda.  Tingkat konsentrasi yang 
digunakan yaitu 0 - 20%, 20 - 40%, 40 - 60%, 60 - 80%, dan 80 - 100%. Amonium 
sulfat ditambahkan secara perlahan pada tiap tingkat konsentrasi dan diaduk 
dengan magnetik stirer selama 24 jam suhu 4oC. Hasil presipitasi setiap konsentrasi 
kemudian disentrifugasi selama 30 menit dengan kecepatan 10.000 g. Supernatan 
dan presipitat (endapan) dipisahkan. Presipitat diambil, selanjutnya dilakukan 
pengujian aktivitas enzim dan pengujian kadar  total protein untuk menentukan nilai 
aktivitas spesifik enzim. Hasil pengukuran tiap konsentrasi amonium sulfat disajikan 
dalam Tabel 5.5, sementara itu untuk menentukan konsentrasi terpilih dilakukan 
pengujian analisis ragam α ≤ 0,05 pada hasil aktivitas spesifik enzim (U/mg) yang 









Tabel 5.5 Hasil Pengukuran Tiap Konsentrasi Amonium Sulfat 
Konsentrasi 








0 – 20 193,96 ± 0,98 37,32 ± 0,31 5,20 ± 0,05 
20 – 40 178,04 ± 1,11 30,55 ± 0,22 5,83 ± 0,03 
40 - 60 165,81 ± 0,37 29,28 ± 0,37 5,70 ± 0,07 
60 - 80 151,37  ± 0,74 24,48 ± 0,22 7,03 ± 0,10 
80 -100 160,26 ± 0,74 28,20 ± 0,22 5,68 ± 0,07 
Ket: * Hasil Rerata ± Standar Deviasi dari 3 ulangan 
 
Tabel 5.6 Hasil Analisa ragam Penentuan Konsentrasi Optimum Amonium Sulfat 
Konsentrasi Aktivitas spesifik (U/mg) 
Crude enzim 2,88 ± 0,10066a 
0 – 20 % ammonium sulfat 5,20 ± 0,5132b 
20 – 40 % ammonium sulfat 5,83 ± 0,3215c 
40 – 60 % ammonium sulfat 5,70 ± 0,7000c 
60 – 80 % ammonium sulfat 7,03 ± 0,9539d 
80 – 100 % ammonium sulfat 5,68 ± 0,7095c 
Ket :  1. Setiap data merupakan rerata dari 3 ulangan  
2. Notasi yang berbeda menunjukkan beda nyata (P  value < 0,05) 
 
 
Hasil analisis ragam dalam Tabel 5.6 menunjukkan bahwa adanya perbedaan  
aktivitas spesifik yang signifikan akibat variasi konsentrasi amonium sulfat. 
Penambahan amonium sulfat pada tahapan presipitasi menyebabkan kenaikan 
aktivitas spesifik enzim, hal tersebut ditunjukkan pada aktivitas spesifik crude 
enzim (2,88 ± 0,10066 U/mg) yang mengalami kenaikan pada setiap konsentrasi 
amonium sulfat. Konsentrasi  60 – 80 % amonium sulfat (7,03 ± 0,9539 U/mg) 
menunjukkan aktivitas spesifik tertinggi dibandingkan konsentrasi lainnya, 
sementara itu aktivitas spesifik terendah diperoleh konsentrasi 0 – 20% amonium 








Gambar 5.2 Grafik Penentuan Konsentrasi Optimum Amonium Sulfat 
 
Aktivitas spesifik crude enzim mengalami kenaikan saat proses presipitasi 
terjadi karena, adanya interaksi antara molekul protein (asam amino hidrofilik) 
dalam larutan enzim dan molekul air (pelarut) dengan ion garam (amonium sulfat).  
Kekuatan ion dalam pelarut meningkat  karena adanya penambahan amonium 
sulfat, sehingga molekul air akan berinteraksi dengan ion garam yang 
menyebabkan berkurangnya jumlah molekul air yang tersedia untuk berinteraksi 
dengan protein akibatnya molekul protein tidak dapat berinteraksi dengan pelarut 
yang menyebabkan protein saling berinteraksi satu sama lain. Adanya interaksi 
tersebut mengakibatkan protein menggendap dan konsentrasi protein lebih tinggi 
dalam larutan enzim. Endapan ini kemudian disentrifugasi dan dipisahkan dari 
supernatannya (Robinson, 2015).  
Aktivitas spesifik  terendah  pada  konsentrasi ammonium sulfat 0 – 20% 
menunjukkan bahwa pada konsentrasi tersebut interaksi antara enzim linamarase 
dengan ammonium sulfat belum maksimal dalam presipitasi. Menurut Bisswanger, 
(2014) rendahnya nilai aktivitas spesifik suatu enzim diakibatkan masih 
terdapatnya zat pengotor pada enzim sehingga perlu dilakukan presipitasi pada 
konsentrasi lebih tinggi. Semakin tinggi nilai aktivitas spesifik suatu enzim, makan 
semakin murni enzim tersebut (Bisswanger, 2014). Aktivitas spesifik optimum 
terpilih yaitu konsentrasi 60 – 80% dengan nilai aktivitas spesifik tertinggi 
dibandingkan crude enzim dan konsentrasi ammonium lainnya. Enzim linamarase 
akan terpresipitasi dengan baik dan maksimal dengan menggunakan konsentrasi 

















































Presipitasi amonium tidak memiliki efek merugikan pada aktivitas enzim dan 
tidak mengubah struktur protein (denaturasi protein) (Righetti and Boschetti, 2013). 
Hal ini disebabkan karena presipitasi protein terjadi akibat penuruan kelarutan tidak 
dikarenakan denaturasi protein, presipitat protein yang didapatkan setelah proses 
presipitasi dapat dengan mudah dilarutkan kembali menggunakan bufer sehingga 
fungsionalitas protein dapat kembali setelah dilarutkan dalam bufer (Wingfield, 
2016). Sementara itu, penambahan amonium sulfat yang dilakukan secara 
bertahap (fraksinasi) dapat meningkatkan kekuatan ionik secara bertahap dan 
mampu memisahkan protein dari komponen non-protein (Holik et al., 2013). 
 
 
5.5  Purifkasi Enzim Linamarase  
 
Konsentrasi optimum amonium sulfat yang telah diperoleh pada tahapan 
sebelumnya yaitu 60 – 80% digunakan untuk presipitasi protein dengan volume 
enzim lebih besar yang bertujuan memproduksi enzim dalam jumlah lebih banyak 
sehingga dapat digunakan sebagai sampel pada karakterisasi enzim. Proses 
presipitasi tersebut menghasilkan presipitat protein yang selanjutnya dilarutkan 
kembali dengan bufer dan dilanjutkan proses dialisis. Dialisis merupakan tahapan 
purifikasi dengan melakukan penghilangan garam amonium atau ion pengotor 
lainnya yang dapat mempengaruhi aktivitas enzim. Dialisis dilakukan dengan 
memasukkan larutan enzim kedalam kantung dialisis dengan ukuran pori-pori 
sebesar 12-14 kDa. Hasil analisis perbandingan tahapan purifikasi enzim disajikan 
pada Tabel 5.7, menunjukkan bahwa crude enzim linamarase mempunyai nilai 
aktivitas enzim  tertinggi yaitu 212,60  ±  0,93 U/ml dan kadar total protein sebesar 
73,84 ± 2,87 Crude enzim linamarase memiliki kadar total protein paling tinggi dari 
semua tahapan , hal ini disebabkan karena masih ditemukannya protein lain 
maupun zat pengotor lain yang terdapat pada enzim. 
Aktivitas spesifik crude enzim linamarase diperoleh sebesar 2,88  ± 0,10 
U/mg, sementara itu pada tahapan presipitasi 60-80% setelah purifikasi dialisis 
terjadi peningkatan 2,4 kali lipat pada aktivitas spesifik crude enzim yaitu sebesar  
7,03 ± 0,10.  Meningkatnya aktivitas spesifik enzim setelah presipitasi terjadi 
karena pada saat proses presipitasi, protein dalam larutan enzim akan menjauh 
dari molekul air  yang disebabkan adanya kompetisi ion garam yang lebih mudah 






karena ion garam memiliki  kelarutan yang lebih besar dari protein enzim, sehingga 
konsentrasi protein lebih tinggi dalam larutan yang menyebabkan aktivitas spesifik 
mengalami peningkatan (Junaida et al., 2017). Namun, pada tahapan presipitasi 
terdapat sejumlah garam amonium dan molekul non protein lainnya yang dapat 
menghambat kerja gugus aktif protein dalam mengikat substrat. Untuk 
menghilangkan molekul – molekul tersebut maka dilakukan tahapan dialisis  
Tabel 5.7 menunjukkan bahwa pada tahapan dialisis yang dilakukan setelah 
presipitasi, mengalami peningkatan pada aktivitas spesifik enzim yaitu sebesar 
9,42 ± 1,07 U/mg dengan tingkat kemurnia 3 kali lipat dari tahapan sebelumnya. 
Peningkatan aktivitas tersebut terjadi karena ion garam dan molekul  non protein 
berdifusi dari kantung dialisis ke larutan bufer diluar kantung melalui membran 
berpori. Hal tersebut mengakibatkan protein terperangkap dalam kantung dialisis 
sehingga dapat meningkatkan kemurnian enzim (Junaida et al., 2017).  
 














Crude enzim 212,60  ±  0,93 73,84 ± 2,87 2,88  ± 0,10 1,00 100 
Konsentrasi 
optimum 60 - 
80% 
151,37  ± 0,74 24,48 ± 0,22 7,03 ± 0,10 2,44 71,20 
Dialisis 49,15 ± 1,34 5,26 ± 0,56 9,42 ± 1,07 3,27 23,12 








5.6 Karakterisasi Enzim Linamarase Hasil Purifikasi  
5.6.1 Karakterisasi pH Optimum Enzim Linamarase 
 
Pengujian karakterisasi pH optimum enzim linamarase bertujuan untuk 
memperoleh pH optimum enzim linamarase dari reaksi enzim linamarase terhadap 
substrat linamarin. pH optimum enzim ditentukan dengan menguji aktivitas enzim  
linamarase pada variasi pH yaitu 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8; 8,5; 
dan 9 pada substrat linamarin. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 50oC selama 1 
jam dan dilakukan pengujian aktivitas enzim, pH optimum ditentukan dengan 
aktivitas enzim tertinggi. Sementara itu, dalam pengujian ini diperoleh aktivitas 
relatif yang merupakan persentase perbandingan aktivitas enzim pada pH tertentu 
dengan aktivitas enzim pada pH optimum. Data hasil analisa disajikan dalam 
Tabel 5.8 dan Gambar 5.3.  
 
Tabel 5.8 Hasil Analisa Karakterisasi pH Enzim Linamarase 
pH 
Aktivitas Enzim Linamarase 
(U/mL) 
% Aktivitas Relatif 
3,5 44,95 ± 0,57 69,74 ± 1,49 
4 48,65 ± 0,77 75,48 ± 0,54 
4,5 54,70 ± 0,37 84,87 ± 1,08 
5 62,23 ± 0,21 96,55 ± 1,12 
5,5 64,46 ± 0,57 100,00 ± 0.00 
6 63,22 ± 0,37 98,08 ± 1,30 
6,5 58,33 ± 0,21 90,81 ± 0,91 
7 55,07 ± 0,74 85,44 ± 0,44 
7,5 52,73 ± 0,43 81,80 ± 1,06 
8 48,41 ± 0,37 75,10 ± 1,23 
8,5 46,68 ±  0,57 72,42 ± 1,49 
9 43,72 ± 0,57 67,82 ± 1,38 
Ket :  Setiap data merupakan rerata dari 3 ulangan  
 
Hasil analisa pH optimum dalam Tabel 5.8 menunjukkan bahwa adanya 
pengaruh  aktivitas enzim terhadap variasi pH. Aktivitas enzim linamarase 
meningkat pada pH 4 hingga pH 6. Kemudian aktivitas mengalami penurunan 






nilai aktivitas sebesar 64,46 ± 0,57 U/ml. Hal tersebut menunjukkan bahwa pada 
pH 5,5 merupakan pH optimum enzim linamarase untuk bereaksi dengan substrat 
linamarin pada kacang arbila.  
 
 
Gambar 5.3 Aktivitas Relatif pH optimum Enzim Linamarase  
 
Gambar 5.3 menunjukkan bahwa enzim linamarase kacang arbila 
cenderung aktif pada pH asam hal tersebut ditunjukkan pada aktivitas relatif yang 
menunjukkan nilai optimum pada pH 5,5. Aktivitas enzim linamarase meningkat 
pada pH asam hingga mencapai persentase optimum aktivitas relatif tercapai, 
kemudian secara bertahap mengalami penurunan pada pH basa karena enzim 
berada diatas titik  pH optimum nya. Kondisi pH asam atau basa ekstrim dapat 
mempengaruhi penurunan nilai aktivitas enzim, karena dalam kondisi tersebut 
menyebabkan denaturasi pada struktur protein sehingga terjadi inaktivasi enzim 
dan tidak stabil (Najafpour, 2015). Karakteristik pH optimum enzim ditunjukkan 
dengan kurva berbentuk lonceng, meningkat dari nol pada daerah asam kuat 
sampai nilai maksimum yaitu terjadi saat kecepatan katalisis reaksi maksimal. 
Kemudian kurva mengalami penurunan kecepatan reaksi ke nol pada daerah basa 
kuat (Bisswanger, 2014; Robinson, 2015). Karakteristik tersebut ditunjukkan pada  
hasil penelitian pH optimum enzim linamarase, dalam kurva digambarkan adanya 
peningkatan aktivitas enzim sampai mencapai titik maksimal (optimum), kemudian 




























mempengaruhi aktivitas enzim, karena perubahan pH menyebabkan ionisasi di sisi 
aktif enzim dan pada substrat berubah, sehingga mempengaruhi kecepatan 
pengikatan substrat ke sisi aktif enzim (Najafpour, 2015; Robinson, 2015). Hasil 
karakterisasi pH optimum enzim linamarase dari kacang arbila yang diperoleh 
sebanding dengan hasil penelitian yang menyatakan bahwa pH optimum 
linamarase isolasi Leuconostoc mesenteroides dari singkong (Gueguen et al., 
1997) dan L. fermentum (Fadahunsi, Busari and Fadahunsi, 2020) dari singkong 
yaitu pH 5,5,  butter bean pH 5,1 – 6  (Itoh, Hiraiwa and Uda, 1987), dari singkong 
(Askurrahman, 2010) dan getah singkong yaitu pH 6 (Elias, Nambisan and 
Sudhakaran, 1997).  
 
5.6.2 Pengujian Stabilitas pH Enzim Linamarase 
 
Pengujian stabilitas pH enzim linamarase bertujuan untuk mengetahui 
kestabilan enzim linamarase pada variasi pH tertentu. Pengujian stabilitas enzim 
linamarase dilakukan dengan perlakuan  variasi pH pada bufer enzim  sebelum 
inkubasi yaitu pH 3; 3,5;4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; 8; 8,5 dan 9. Kemudian 
diinkubasi pada suhu 50oC selama 3 jam. Setelah itu reaksi dihentikan dengan 
menambahkan 0,5 ml ekstrak linamarin dalam bufer fosfat 0,2M (pH 6) dan 
dinkubasi  pada suhu 50oC selama 1 jam. Kemudian dilakukan pengukuran 
aktivitas enzim dan dihitung persentase aktivitas relatif. Aktivitas relatif merupakan 
persentase perbandingan stabilitas aktivitas enzim pada pH tertentu dengan 
aktivitas enzim pada pH optimum. Data hasil analisa disajikan dalam Tabel 5.9 
dan Gambar 5.4. 
Berdasarkan Tabel 5.9 menunjukkan kestabilan enzim diperoleh pada pH 
5; pH 5,5; dan pH 6 dengan aktivitas enzim masing – masing sebesar 104,09 ± 
0,37; 102,85 ± 0,77; dan 97,42 ± 0,57 U/ml. Sementara itu persentase aktivitas 
relatif enzim linamarase menunjukkan kestabilan pada pH 5; pH 5,5; dan pH 6  
dengan aktivitas relatif enzim masing-masing sebesar 100%, 98%, dan 94%. 
Aktivitas enzim linamarase kacang arbila stabil pada pH 5 - pH 6, berkaitan dengan 
nilai persentase aktivitas relatif yang ditunjukkan dalam Gambar 5.4. Hasil 
pengujian stabilitas enzim linamarase pada kacang arbila sebanding dengan 
beberapa penelitian menyatakan bahwa enzim linamarase hasil isolasi dari L. 
fermentum dari singkong stabil pada pH 4 – 6,5 (Fadahunsi, Busari and Fadahunsi, 






(Nwokoro and Anya, 2011), linamarase dari Maize (zea mays L) stabil pada pH 5 
(Essen, 1992), linamarase dari butter bean  stabil pH 4 – 8,1, (Itoh, Hiraiwa and 
Uda, 1987), dan linamarase dari getah singkong stabil pada pH 6 (Elias, Nambisan 
and Sudhakaran, 1997).  
Karakterisasi pH dari aktivitas enzim diamati dengan plot kurva berbentuk 
lonceng dengan plot aktivitas VS pH (aktivitas turun dari titik optimal atau naik ke 
aktivitas optimal) (Purich, 2010). Sementara untuk kurvastabilitas pH, enzim diberi 
perlakuan pre inkubasi pada pH berbeda dalam internval waktu ( tertentu) dan 
kemudian dilakukan uji pada pH optimum enzim. Kurva stabilitas sering 
menungjukkan dataran tinggi yang luas dikisaran pH optimum dan  terjadi 
penurunan aktivitas lebih banyak pada pH ektrim dibandingkan dengan kurva pH 
optimum (Bisswanger, 2017). Stabilitas enzim linamarase kacang arbila 
didapatkan pada kisaran pH optimum aitu pH 5 – pH 6 Gambar 5.4, serta 
penurunan aktivitas enzim terjadi lebih banyak jika dibandingkan pada kurva pH 
optimum Gambar 5.3. 
Perubahan pH mengakibatkan ionisasi gugus dapat berubah pada sisi aktif 
enzim dan substrat. Apabila suatu enzim dengan pH optimal nya dikondisikan 
pada pH diatas atau dibawah pH optimalnya maka terjadi perubahan karakteritstik 
pada enzim dan substrat  sehingga aktivitas enzim menjadi tidak optimal dan laju 
aktivitas menurun. Kemudian, apabila pH disesuaikan kembali pada optimalnya 
(dipulihkan), maka enzim akan kembali pulih pada aktivitas maksimalnya. Hal 
tersebut tidak berlaku apabila menempatkan enzim dalam kondisi asam atau basa 
yang lebih ekstrim. Enzim dengan kondisi tersebut akan mempengaruhi 
konfigurasi protein yang mengalami perubahan dalam konformasinya (bentuk 
protein), sehingga ketika dipulihkan kembali pada pH optimalnya aktivitas tidak 









Gambar 5.4  Aktivitas Relatif Stabilitas pH  Enzim Linamarase  
 




% Aktivitas Relatif 
3 20,51 ± 0,57 19,70 ± 0,40 
3,5 21,99 ± 0,57 21,13 ± 0,62 
4 30,75 ± 0,57 29,55 ± 0,49 
4,5 50,38 ±0,57 48,40 ± 0,28 
5 104,09 ± 0,37 100,00 ± 0,00 
5,5 102,85 ±0,77 98,82 ± 0,40 
6 97,42 ± 0,57 94,31 ± 0,33 
6,5 75,69 ± 0,57 72,72 ± 0,31 
7 54,09 ± 0,77 51,97 ± 0,99 
7,5 48,53 ± 0,57 46,63 ± 0,51 
8 33,22 ± 0,74 31,92 ± 0,94 
8,5 31,74 ±0,74 30,49± 0,57 
9 20,14 ± 0,57 19,35 ± 0,68 
































5.6.3 Karakterisasi Suhu  Optimum Enzim Linamarase 
 
Pengujian karakterisasi suhu optimum enzim linamarase bertujuan untuk 
mendapatkan suhu optimum enzim linamarase. Suhu optimum enzim ditentukan 
dengan memvariasi suhu inkubasi pada enzim linamarase yaitu 0, 30, 35, 40, 45, 
50, 55, 60, 65 dan 70oC. Selanjutnya diinkubasi selama 30 menit dan ditambahkan 
substrat linamarin dalam buffer fosfat 0,2M (pH 6), lalu dinkubasi selama 30 menit 
suhu 30oC. Reaksi dihentikan dengan mendinginkan tabung dan dilakukan uji 
aktivitas enzim, suhu optimum diperoleh dengan menghitung % aktivitas relatif 
enzim.  
Hasil analisa dalam Tabel 5.10 menunjukkan bahwa adanya perbedaan  
aktivitas enzim dan aktivitas relatif akibat variasi suhu. Aktivitas enzim linamarase 
mulai meningkat pada suhu 30oC hingga suhu 50oC. Kemudian aktivitas enzim 
mulai mengalami penurunan pada suhu 55oC hingga pH 70oC. Aktivitas enzim 
tertinggi diperoleh pada suhu dengan nilai aktivitas sebesar 60,14 ± 0,57 U/ml. Hal 
tersebut menunjukkan bahwa pada suhu tersebut merupakan suhu optimum enzim 
linamarase untuk bereaksi dengan substrat linamarin pada kacang arbila. Gambar 
5.5 menunjukkan bahwa enzim linamarase kacang arbila dapat beraktivitas pada 
suhu 30 – 70oC namun mencapai aktivitas maksimal pada suhu 50oC hal tersebut 
ditunjukkan pada persentase aktivitas relatif yang menunjukkan nilai optimum 
100%. Aktivitas relatif enzim yaitu presentase perbandingan nilai aktivitas enzim 
pada suhu tertentu dengan nilai aktivitas enzim pada suhu optimum. Kurva 
karakteristik enzim menunjukkan bahwa adanya variasi suhu mempengaruhi 









Gambar 5.5 Aktivitas Relatif Suhu Optimum  Enzim Linamarase  
 
 




% Aktivitas  Relatif 
30 °C 40,75 ± 0,57 67,77 ± 1,20 
35 °C 42,85 ± 0,37 71,26 ± 0,13 
40 °C 46,68 ± 0,57 77,63 ± 1,58 
45 °C 53,84 ± 0,57 89,54 ± 1,55 
50 °C 60,14 ± 0,57 100,00 ± 0,00  
55 °C 54,70 ± 0,37 90,97 ± 0,87 
60 °C 53,10 ± 0,56 88,30 ± 1,16 
65 °C 47,67 ± 0,74 79,27 ± 1,21 
70 °C 44,83 ± 0,57 74,54± 0,84 
Ket :  Setiap data merupakan rerata dari 3 ulangan  
 
Hasil karakterisasi suhu optimum enzim linamarase dari kacang arbila yang 
diperoleh berada pada kisaran yang sebanding dengan hasil penelitian yang 
menyatakan bahwa kisaran suhu optimum linamarase isolasi Leuconostoc 
mesenteroides dari singkong yaitu 50oC  (Gueguen et al., 1997), isolasi L. 
fermentum dari singkong yaitu 30oC  (Fadahunsi, Busari and Fadahunsi, 2020), 




























and Uda, 1987), linamarase hasil isolasi gadung optimum pada suhu 57oC 
(Harijono, Sutrisno and Siwi, 2011), linamarase isolasi dari  daun singkong 
optimum pada suhu 55oC (Mkpong et al., 1990), linamarase dari Maize (zea mays 
L) optimum pada suhu 50oC (Essen, 1992), linamarase hasil isolasi dari singkong 
optimum pada suhu 40oC (Askurrahman, 2010), linamarse hasil isolasi gadung 
optimum pada suhu 45oC (Kurniati et al., 2015) 
Setiap enzim memiliki kisaran suhu dimana laju reaksi maksimal tercapai 
yang disebut dengan suhu optimum. Karakteristik suhu optimum pada suatu enzim 
perlu diamati karena, efek suhu pada aktivitas enzim  cukup komplek yaitu ketika 
suhu ditingkatkan maka berpengaruh pada pergerakan molekul protein sehingga 
laju reaksi meningkat, namun disaat bersamaan terjadi inaktivasi yang disebabkan 
oleh denaturasi protein enzim saat terjadi peningkatan suhu sehingga suhu optimal 
perlu diamati. Suhu yang mengakibat denaturasi pada enzim sangat bervariasi dari 
satu enzim dengan enzim lainnya (Robinson, 2015).  
Aktivitas enzim bergantung pada suhu, dimana kecepatan reaksi katalis 
meningkat dengan meningkatnya suhu. Tidak ada batasan sejauh mana 
peningkatan suhu tersebut, tetapi pada suhu diatas optimum nya maka 
peningkatan aktivitas mengalami penurunan (berhenti meningkat) dan laju reaksi 
mendekati nol. Penurunan tersebut disebabkan oleh stabilitas termal yang terbatas 
pada setiap protein. Suhu optimum enzim secara umum yaitu 37oC, namun 
terdapat enzim yang bekerja dengan baik pada suhu yang lebih rendah dan lebih 
tinggi dari suhu tersebut. Namun, enzim tersusun atas protein yang dapat 
terdenaturasi pada suhu  tinggi oleh karena itu kisaran aktivitas enzim ditentukan 
oleh suhu dimana enzim mulai aktif dan suhu dimana protein mulai terdenaturasi 
(Bisswanger, 2017). 
 
5.6.4 Pengujian Stabilitas Suhu Enzim Linamarase 
 
Pengujian stabilitas suhu enzim linamarase bertujuan untuk mengetahui 
kestabilan enzim linamarase pada variasi suhu tertentu. Pengujian stabilitas enzim 
linamarase dilakukan dengan inkubasi enzim pada variasi suhu yaitu 30, 35, 40, 
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, dan 80oC selama 3 menit. Selanjutnya ditambahkan 0,5 
ml ekstrak linamarin dalam bufer fosfat 0,2M (pH 6) dan dinkubasi  pada suhu 30oC 
selama 30 menit. Kemudian dilakukan pengukuran aktivitas enzim dan dihitung 






stabilitas aktivitas enzim pada suhu tertentu dengan aktivitas enzim pada suhu 
optimum. Data hasil analisa disajikan dalam Tabel 5.11, menunjukkan kestabilan 
enzim diperoleh pada kisaran suhu 45, 50, dan 50oC dengan aktivitas enzim 
masing – masing sebesar 84,93 ± 0,57; 87,91 ± 0,21; 90,88 ± 0,56 U/ml.  
Sementara itu persentase aktivitas relatif enzim linamarase menunjukkan 
kestabilan pada suhu 45, 50, dan 50oC dengan aktivitas relatif enzim masing-
masing sebesar 93%, 97% dan 100%.  
 
Tabel 5.11 Hasil Analisa Stabilitas Suhu  Enzim Linamarase 
Suhu 
Aktivitas Enzim Linamarase 
(U/mL) 
%Aktivitas  Relatif 
30 °C  29,40 ± 0,56 32,34 ± 0,48 
35 °C 45,07 ± 0,37 49,60 ± 0,12 
40 °C  50,14 ± 0,57 55,17 ± 0,67 
45 °C  84,93 ± 0,57 93,48 ± 1,04 
50 °C 87,91 ± 0,21 96,74 ± 0,39 
55 °C 90,88 ±  0,56 100,00 ± 0,00 
60 °C  58,28 ± 0,77 64,13 ± 0,70 
65 °C  49,27 ± 0,57 54,22 ± 0,33 
70 °C  44,94 ± 0,57 49,46 ± 0,43 
75 °C 33,73 ± 0,77 37,10 ± 0,97 
80 °C 31,37 ± 0,37 34,52± 0,20 








Gambar 5.6 Aktivitas Relatif Stabilitas Suhu  Enzim Linamarase 
 
Hasil pengujian stabilitas suhu enzim linamarase pada kacang arbila 
sebanding dengan beberapa penelitian menyatakan bahwa enzim linamarase 
hasil isolasi dari L. fermentum dari singkong stabil pada suhu 55 – 60oC 
(Fadahunsi, Busari and Fadahunsi, 2020), Lactobacillus delbrueckii NRRL B-763 
stabil pada suhu 50oC (Nwokoro and Anya, 2011), linamarase isolasi dari butter 
bean optimum pada suhu 50 – 60oC (Itoh, Hiraiwa and Uda, 1987), linamarase dari 
Maize (zea mays L) stabil pada suhu 30 – 45oC (Essen, 1992).  
Stabilitas suatu enzim pada suhu tertentu disebut dengan stabilitas termal 
enzim. Stabilitas termal enzim mempengaruhi laju reaksi, dimana akan  semakin 
meningkat dengan meningkatnya suhu dan menurun sampai enzim kehilangan 
aktivitas nya (Robinson, 2015). Hal tersebut ditunjukkan dalam kurva aktivitas 
relatif pada Gambar 5.6 dimana aktivitas enzim linamarase meningkat pada suhu 
40oC – 55oC dan aktivitas menurun pada suhu diatas 55oC.  
 
 
5.7 Pengaruh Penambahan Enzim Linamarase Terhadap Kadar Total Sianida  
 
Enzim linamarase hasil purifikasi diaplikasikan untuk mengetahui pengaruh 
enzim tersebut terhadap kadar total sianida kacang arbila. Aplikasi dilakukan 
dengan menambahkan enzim pada kacang arbila dengan variasi konsentrasi  




























6 jam. Setelah perlakuan tersebut, dilakukan pengukuran kadar total sianida dan 
persentase penurunan kadar total sianida untuk mengetahui pengaruh 
penambahan sianida pada kacang arbila. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
kadar total sianida mengalami peningkatan dimulai dari waktu inkubasi 3 jam 
hingga 6 jam pada keseluruhan perlakuan Tabel 5.12. . Hal tersebut menunjukkan 
bahwa semakin lama waktu inkubasi, maka semakin banyak sianida yang terukur. 
Adanya penambahan enzim linamarase pada konsentrasi 50µl hingga 200µl 
mempengaruhi besarnya total sianida yang terukur. Perlakuan penambahan 
enzim linamarase menunjukkan rata – rata dan persentase total sianida lebih tinggi 
jika dibandingkan dengan perlakuan tanpa penambahan enzim linamarase  
 








0µl linamarase (Kontrol) 
1 jam 




284,71 ± 0,62 
100µl linamarase 
375,73 ± 1,63 
200µl linamarase 
408,80 ± 2,22 
0µl linamarase (Kontrol) 
3 jam 
301,85 ± 5,33 
69,50 
50µl linamarase 
598,72 ± 8,15 
100µl linamarase 
749,83 ± 5,33 
200µl linamarase 
989,81 ± 5,33 
0µl linamarase (Kontrol) 
6 jam 
385.40 ± 8,15 
80,07 
50µl linamarase 927.59  ± 8,15 
100µl linamarase 1548.01 ± 8,14 
200µl linamarase 1933.76 ± 5,33 
Ket : * sianida dalam bentuk total sianida berat kering, rerata 3 ulangan 
** % = (kadar akhir – kadar awal)/kadar akhir x 100% 
 
 
Penambahan enzim linamarase dengan konsentrasi 50 – 200 µl diketahui 
mempengaruhi kadar total sianida pada kacang arbila. Berdasarkan Gambar 5.7 
diketahui bahwa total sianida tertinggi diperoleh pada penambahan enzim 
linamarase konsentrasi 200µl linamarase dengan waktu inkubasi 6 jam yaitu 
sebesar 1933,76 ppm dengan persentase kenaikan sebesar 80%, hal ini 






diperoleh dengan menambahkan enzim linamarase pada konsentrasi dan waktu 
inkubasi tersebut.  Semakin banyak total sianida yang dibebaskan dari linamarin, 
maka semakin sedikit  adanya sianida yang tersisa pada sampel,  karena  




Gambar 5.7  Pengaruh Enzim Linamarase Terhadap Total Sianida 
 
Penambahan enzim linamarase pada sampel terbukti berpengaruh pada 
peningkatan hidrolisis linamarin dan penurunan sianida pada singkong (Yeoh, 
Bradburry and Egan, 1997), bubur gadung (Harijono, Sutrisno and Siwi, 2011) 
harijono, tepung singkong (J. . Bradbury and Denton, 2010; Murugan, Sekar and 
Sohaibani, 2012). Penelitian (J. . Bradbury and Denton, 2010) menyatakan bahwa 
penambahan enzim linamarase sebanyak 300 µl pada tepung singkong (treatment 
pemanasan suhu 50oC selama 2 jam) dapat secara efektif menghidrolisis linamarin 
dan menurunkan kadar total sianida hinggaa 89%. Penambahan enzim linamarase 
pada gadung dengan waktu inkubasi 6 jam belum cukup membebaskan 
keseluruhan total sianida karena kadar total sianida pada grafik terus mengalami 
kenaikan,  (Harijono, Sutrisno and Siwi, 2011). Sehingga apabila grafik total 
sianida masih menunjukkan kenaikan Gambar 5.6, perlu menambahkan lama 
waktu inkubasi dan konsentrasi enzim yang ditambahkan agar enzim linamarase 
optimum memecah seluruh linamarin. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kondisi optimum aktivitas enzim 
linamarase mempengaruhi banyaknya sianida yang dibebaskan pada sampel. Hal 






































linamarase bereaksi dengan substrat linamarin sehingga terjadi hidrolisis dan 
menghasilkan senyawa HCN bebas. Berdasarkan hasil penelitian tersebut, maka 
dapat dirancang suatu metode praktis untuk dapat mengaplikasikan hasil 
penelitian secara konvensional tanpa menggunakan penambahan enzim dengan 
cara melakukan pre-treatment pada kacang Arbila. Pre- treatment bertujuan untuk 
memaksimalkan proses hidrolisis linamarin sehingga HCN bebas dapat diperoleh 
secara maksimal  dengan cara mengkondisikan kacang pada kondisi optimum 
enzim linamarase.  
 Pre- treatment dilakukan dengan cara perendaman kacang dalam air pada 
suhu (25 – 29oC) selama > 24 jam, dalam proses tersebut terjadi penurunan pH 
yang dipertahankan pada pH optimum linamarase yaitu 5,5. Proses perendaman 
kacang – kacangan pada umumnya dilakukan selama 12 – 24 jam, karena apabila 
dilakukan > 24 jam maka akan terjadi proses fermentasi. Terjadinya fermentasi 
selama proses perendaman akan mengakibatkan tumbuhnya bakteri asam laktat 
seperi Leuconostoc mesenteroides dan  Lactobacillus fermentum. Menurut 
penelitian Gueguen et al (1997) dan (Fadahunsi, Busari and Fadahunsi, 2020), 
bakteri tersebut optimal tumbuh pada pH 5,5 dan memiliki kemampuan untuk 
menghidrolisis linamarin menjadi senyawa HCN bebas karena mengandung enzim 
linamarase. Diharapkan dengan proses pre- treatment dapat memaksimalkan 
jumlah linamarin yang terhidrolisis menjadi HCN bebas, sehingga saat proses 
pengolahan selanjutnya HCN akan dapat lebih mudah di hilangkan karena dalam 
bentuk bebas (tidak terikat). Metode praktis tersebut, dirancang berdasarkan pada 
beberapa hasil penelitian yang menyatakan bahwa perendaman kacang pada 
suhu tertentu dapat memungkinkan kacang menyerap air dan mengurangi 
senyawa anti- nutrisi larut air pada kacang, serta terjadi hidrasi selama 
perendaman yang mengakibatkan aktifnya beberapa enzim dalam biji – bijian dan 
mengurangi enzim inhibitor (Ibrahim et al., 2002). Perendaman biji – bijian dalam 
air dapat menurunkan pH 4 -5 selama waktu tertentu (Suparno et al., 2008) 
Sementara itu perendaman kacang pada suhu (25 – 29oC) dalam air dapat 
menurunkan kadar sianida pada kacang  (Yasmin et al., 2008). 
 
5.8 Literature Review  Pengukuran Berat Molekul Enzim Linamarase (Β-








5.8.1 Pengukuran Berat Molekul Protein Enzim Linamarase (Lim CY and Yeoh 
HH, 1970; Fatchiyah et al., 2015) 
 
Profil berat molekul protein enzim linamarase hasil dialisis diukur 
menggunakan elektoforesis SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Poly-  
Acrylamide  Gel  Electrophoresis). Protein  hasil  dialisis  dicampurkan dengan 
buffer sampel (perbandingan 1:1 sebanyak  50  μL) dalam tabung microtube. 
Buffer sampel  mengandung  SDS,  merkaptoetanol,  gliserol,  pewarna protein 
standar (bromofenol blue), tris HCl 1,0 M pH 6,8, dan akuadest. Sampel 
dipanaskan pada suhu 100 °C selama 5 menit untuk mereduksi  protein agar  
terdenaturasi. Sampel protein didinginkan pada suhu ruang selama 15 menit  
sebelum dimasukkan ke dalam sumur gel. Sampel protein dapat disimpan 
sementara pada suhu 20 °C apabila tidak langsung digunakan.  
Separating gel dan stacking gel disiapkan terlebih dahulu dengan menyusun 
cetakan pembentuk gel. Separating gel 12,5 % dibuat dengan memasukkan 3,125 
mL stok akrilamida kemudian ditambahkan 2,75 mL 1 M Tris-HCL (pH 8,8) ke 
dalam tabung polipropilen. Tabung digoyangkan perlahan (mix gentle) untuk 
mencampurkan larutan tersebut. Akuabides sebanyak 1,505 mL, 75 µL SDS 10 
%, dan 75 µL APS (Amonium persulfat) 10 % masing-masing dimasukkan 
perlahan ke dalam tabung. Sebanyak 6,25 µL TEMED ditambahkan ke dalam 
tabung untuk memadatkan gel. Larutan yang telah tercampur dituangkan dalam 
cetakan pembentuk gel menggunakan mikropipet 1 mL dan tambahkan akuades 
di atas larutan gel agar permukaannya tidak bergelombang. Gel dibiarkan 
memadat dalam cetakan selama 30 menit.  
Akuades pada bagian atas yang menutupi Separating gel dibuang. 
Selanjutnya, stacking gel 3 % dibuat dengan memasukkan 0,45 mL Bis-Akrilamida 
30 % kemudian ditambahkan 1 M Tris-HCL (pH 6,8) sebanyak 0,38 mL ke dalam 
tabung polipropilen. Tabung digoyangkan perlahan (mix gentle) untuk 
mencampurkan larutan tersebut. Akuabides sebanyak 2,11 mL, 30 µL SDS 10 %, 
dan 30 µL APS (Amonium persulfat) 10 % masing-masing dimasukkan perlahan 
ke dalam tabung. Untuk memadatkan gel, sebanyak 5 µL TEMED ditambahkan ke 
dalam tabung. Larutan yang telah tercampur dituangkan dalam cetakan 
pembentuk gel menggunakan mikropipet 1 mL dan tambahkan akuades di atas 
larutan gel agar permukaannya tidak bergelombang. Gel dibiarkan memadat 
dalam cetakan selama 30 menit kemudian akuades pada bagian atas yang gel 






dimasukkan ke dalam chamber elektroforesis. Running buffer (pH 8,3) dituang ke 
dalam chamber hingga gel terendam. Protein massa molekul mulai dari 25 kDa 
hingga 250 kDa berfungsi sebagai marker. Sebanyak 10 – 20 µL sampel protein 
dimasukkan ke dalam sumuran. Elektroforesis dilakukan pada arus listrik 110V  
selama 40-50 menit.  Gel diambil dari cetakan untuk proses pewarnan protein 
dengan Coomassie Brilliant Blue (CBB).  
Pewarnaan protein pada gel menggunakan larutan Staining  dan larutan 
destaining untuk menghilangkan warna dan memperjelas pita protein yang 
terbentuk pada gel. Gel direndam dalam larutan staining (Coomassie Blue R-250 
1 gram, methanol 450 mL, akuades 450 mL, dan asam asetat glasial 100 mL) 
selama 15 menit dengan menggunakan shaker kecepatan 35 rpm. Larutan 
staining di buang kemudian gel dicuci dengan akuades. Selanjutnya, gel direndam 
dalam larutan destaining (methanol 100 mL dan asam asetat glasial 100 mL) 
dengan menggunakan shaker kecepatan 35 rpm selama 30 menit atau lebih 
(hingga pita protein terlihat jelas). Gel siap diamati.  
 
5.8.2 Pengukuran Berat Molekul Protein Enzim Linamarase Berbagai 
Penelitian 
 
Berat molekul biasanya diukur dengan elektroforesis gel (SDS-PAGE)., 
yang mengestimasikan bentuk (Richard R Burgess and Deutscher, 2009). Sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) merupakan 
metode penentuan berat molekul dan titik isoelektrik protein. SDS- PAGE adalah 
metode yang sangat baik untuk menilai kemurnian protein dengan cepat dalam 
proses pemurnian enzim. Metode tersebut didasarkan pada analisis protein secara 
kualitatif dan pemisahan protein menurut ukuran molekulnya. Oleh karena itu, 
metode ini dapat digunakan untuk menentukan massa molekul relatif protein serta 
memberikan analisis kemurnian (Roe, 2001). Berdasarkan Tabel 5.11 







Tabel 5.13 Hasil Pengukuran Berat Molekul Protein Enzim Linamarase Berbagai Penelitian 
Sampel Hasil penelitian Referensi 
Daun singkong Berat molekul enzim linamarase  70 kDa (Lim CY and Yeoh HH, 1970) 
Butter bean (Phaseolus lunatus) Berat molekul enzim linamarase 59 kDa (Itoh, Hiraiwa and Uda, 1987) 
Singkong Berat molekul enzim linamarase  63 kDa (Eksittikul and Chulavatnatol, 1988) 
Singkong Berat molekul enzim linamarase 55 – 65 kDa (Mkpong et al., 1990) 
Singkong Berat molekul enzim linamarase  70 kDa (Hughes et al., 1992) 
Getah singkong Berat molekul enzim linamarase  70 kDa (Elias, Nambisan and Sudhakaran, 1997) 
Leuconostoc mesenteroides dari 
singkong 
Berat molekul enzim β-glukosidase 88 kDa (Gueguen et al., 1997) 
Lactobacillus casei ATCC 393 Berat molekul enzim β-glukosidase  80 kDa (Coulon et al., 1998) 
Mucor circinelloides LU M40 dari 
singkong 
Berat molekul enzim β-glukosidase 94,8 kDa (Petruccioli et al., 1999) 
Gadung Berat molekul enzim linamarase  41,35 kDa (Harijono, Sutrisno and Siwi, 2011) 
Rauvolfia serpentina Berat molekul enzim β-glukosidase 97,4 kDa (Verma et al., 2011) 








BAB VI KESIMPULAN DAN SARAN 
 
6.1   Kesimpulan  
 
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan:  
1. Enzim linamarase yang dihasilkan pada tahapan purifikasi dialisis 
mengalami peningkatan aktivitas spesifik enzim yaitu 9,42 U/mg dari 
sebelum purifikasi yaitu sebesar 2,80 U/mg pada crude enzimnya. Enzim 
mengalami peningkatan kemurnian 3 kali lipat dari crude enzimnya.  
2. Pengaruh variasi pH  terhadap aktivitas enzim linamarase yaitu 
dihasilkan pH optimum sebesar 5,5 dan enzim stabil pada pH 5  - 6. 
3. Pengaruh variasi suhu terhadap aktivitas enzim linamarase yaitu 
dihasilkan suhu optimum pada kisaran 50oC dan enzim stabil paa 
kisaran suhu 45 – 55oC. 
4. Penambahan enzim linamarase hasil purifikasi sebanyak 200µ selama 6 
jam pada sampel mempengaruhi besarnya total sianida yang dibebaskan 
yaitu sebesar 1933,76 ppm dibanding dengan tanpa penambahan enzim, 
total sianida yang terukur hanya sebesar 422 ppm. 
 
8.2 Saran  
Saran dari penelitian ini adalah: 
1. Tahapan purifikasi enzim sebaiknya dilakukan lebih lanjut etelah 
proses dialisis yaitu dengan kolom kromatografi dan dilanjutkan dengan 
elektroforesis SDS-PAGE untuk meningkatkan kemurnian enzim 
2. Karakterisasi enzim  berdasarkan berat molekul protein dilakukan 
dengan metode elektroforesis SDS – PAGE untuk mengetahui berat 
molekul protein enzim yang telah dipurifikasi 
3. Optimasi lama waktu inkubasi pada enzim dan meningkatkan 
konsentrasi enzim yang ditambahkan untuk mendapatkan total sianida 
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LAMPIRAN 1  Data Hasil Penelitian  
 
A. Uji Aktivitas Crude Enzim 







Crude enzim 1 0.673 
y = 0,0027x + 
0,1013 
211.74 70.90 3.0 
Crude enzim 2 0.678 213.59 76.63 2.8 
Crude enzim 3 0.675 212.48 73.99 2.9 
Rata – rata 212.60 73.84 2.88 
Standar Deviasi 0.932078325 2.87047372 0.10 
 





















C. Pengukuran Kadar Protein Crude Enzim  
 
Sampel Absorbansi Nilai Regresi X  (mg/ml) 
Kadar protein 
(mg/ml) 
Crude enzim 1 0.571 
Y = 0.0068x+0.0889 
70.90 70.90 
Crude enzim 2 0.610 76.63 76.63 
Crude enzim 3 0.592 73.99 73.99 
Rata – rata 73.84 
Standar deviasi 2.87 
 
 





















































0 – 20 193,96 ± 0,98 37,32 ± 0,31 5,20 ± 0,05 
20 – 40 178,04 ± 1,11 30,55 ± 0,22 5,83 ± 0,03 
40 - 60 165,81 ± 0,37 29,28 ± 0,37 5,70 ± 0,07 
60 - 80 151,37  ± 0,74 24,48 ± 0,22 7,03 ± 0,10 
80 -100 160,26 ± 0,74 28,20 ± 0,22 5,68 ± 0,07 







































F. Uji Aktivitas Enzim Hasil Dialisis  
 






FD 1 0.231 
y = 0,0027x + 
0,1013 
48.04 48.04 5.01 9.58 
FD 2 0.233 48.78 48.78 5.90 8.27 
FD 3 0.238 50.63 50.63 4.87 10.40 
Rata - Rata 49.15 49.15 5.26 9.42 
Standar deviasi 1.34 1.34 0.56 1.07 
 
 Perhitungan Aktivitas Enzim  
y =  ax + b   
y = 0,0027x + 0,1013 
Keterangan : 
y : Absorbansi sampel 
a : koefisien arah 
x : Aktivitas Enzim (µg /ml = U/ml) 
b: konstanta titik potong sumbu  
1 unit  enzim = 1 µg HCN dalam 10 menit pengujian 
 Perhitungan Aktivitas Spesifik 








   
 Kemurnian  
Putification factor (x) = 
Aktivitas spesifik akhir 
(U
mg⁄ ) 
Aktivitas spesifik awal  (U mg⁄ )
   
 Yield  
Yield (%) = 




Aktivitas enzim awal (U m1⁄ )










G. Pengukuran  kadar protein Enzim hasil dialisis 
 
Sampel Absorbansi Regresi linear kadar protein 
FD 1 0.123 
Y = 0.0068x+0.0889 
5.01 
FD 2 0.129 5.90 
FD 3 0.122 4.87 
Rata - rata 5.26 















(U/ml) Rerata SD 
%Aktivitas Relatif 
Rerata SD 
Ul 1 Ul 2 Ul 3 Ul 1 Ul 2 Ul 3 Ul 1 Ul 2 Ul 3 
3.5 0.224 0.223 0.221 





45.44 45.07 44.33 44.95 0.6 71.05 70.06 68.13 75.48 0.54 
4.0 0.231 0.232 0.235 48.04 48.41 49.52 48.65 0.8 75.10 75.24 76.10 84.87 1.08 
4.5 0.250 0.248 0.249 55.07 54.33 54.70 54.70 0.4 86.10 84.46 84.06 96.55 1.12 
5.0 0.270 0.269 0.269 62.48 62.11 62.11 62.23 0.2 97.68 96.55 95.45 100.00 0.00 
5.5 0.274 0.275 0.277 63.96 64.33 65.07 64.46 0.6 100.00 100.00 100.00 98.08 1.30 
6.0 0.272 0.273 0.271 63.22 63.59 62.85 63.22 0.4 98.84 98.85 96.59 90.81 0.91 
6.5 0.259 0.260 0.259 58.41 58.78 58.41 58.53 0.2 91.31 91.36 89.76 85.44 0.44 
7.0 0.248 0.250 0.252 54.33 55.07 55.81 55.07 0.7 84.94 85.61 85.77 81.80 1.06 
7.5 0.243 0.245 0.243 52.48 53.22 52.48 52.73 0.4 82.05 82.73 80.65 75.10 1.23 
8 0.233 0.232 0.231 48.78 48.41 48.04 48.41 0.4 76.26 75.24 73.82 72.42 1.49 
8.5 0.229 0.227 0.226 47.30 46.56 46.19 46.68 0.6 73.94 72.37 70.97 67.82 1.38 






















Ul 1 Ul 2 Ul 3 Ul 1 Ul 2 Ul 3 Ul 1 Ul 2 Ul 3 
30o C 0.213 0.210 0.211 





41.370 40.259 40.630 40.75 0.57 68.65 66.40 68.26 67.77 0.66 
35o C 0.217 0.218 0.216 42.852 43.222 42.481 42.85 0.37 71.11 71.29 71.38 71.26 1.31 
40o C 0.226 0.227 0.229 46.185 46.556 47.296 46.68 0.57 76.64 76.79 79.46 77.63 0.17 
45o C 0.245 0.247 0.248 53.222 53.963 54.333 53.84 0.57 88.32 89.00 91.29 89.54 1.75 
50o C 0.264 0.265 0.262 60.259 60.630 59.519 60.14 0.57 100.00 100.00 100.00 100.00 1.65 
55o C 0.248 0.250 0.249 54.333 55.074 54.704 54.70 0.37 90.17 90.84 91.91 90.97 0.98 
60o C 0.243 0.246 0.245 52.481 53.593 53.222 53.10 0.57 87.09 88.39 89.42 88.30 0.00 
65o C 0.228 0.232 0.230 46.926 48.407 47.667 47.67 0.74 77.87 79.84 80.09 79.27 1.28 


















Ul 1 Ul 2 Ul 3 Ul 1 Ul 2 Ul 3 Ul 1 Ul 2 Ul 3 
3 0.155 0.157 0.158 





19.89 20.63 21.00 20.51 0.57 19.27 19.77 20.06 19.70 0.40 
3.5 0.161 0.162 0.159 22.11 22.48 21.37 21.99 0.57 21.42 21.55 20.41 21.13 0.62 
4.0 0.184 0.183 0.186 30.63 30.26 31.37 30.75 0.57 29.67 29.00 29.96 29.55 0.49 
4.5 0.236 0.237 0.239 49.89 50.26 51.00 50.38 0.57 48.33 48.17 48.71 48.40 0.28 
5.0 0.380 0.383 0.384 103.22 104.33 104.70 104.09 0.77 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
5.5 0.378 0.379 0.380 102.48 102.85 103.22 102.85 0.37 99.28 98.58 98.59 98.82 0.40 
6.0 0.365 0.366 0.368 97.67 98.04 98.78 98.16 0.57 94.62 93.97 94.34 94.31 0.33 
6.5 0.304 0.307 0.306 75.07 76.19 75.81 75.69 0.57 72.73 73.02 72.41 72.72 0.31 
7.0 0.248 0.249 0.245 54.33 54.70 53.22 54.09 0.77 52.64 52.43 50.83 51.97 0.99 
7.5 0.232 0.231 0.234 48.41 48.04 49.15 48.53 0.57 46.90 46.04 46.94 46.63 0.51 
8 0.193 0.191 0.189 33.96 33.22 32.48 33.22 0.74 32.90 31.84 31.02 31.92 0.94 
8.5 0.185 0.189 0.187 31.00 32.48 31.74 31.74 0.74 30.03 31.13 30.31 30.49 0.57 






















Ul 1 Ul 2 Ul 3 Ul 1 Ul 2 Ul 3 Ul 1 Ul 2 Ul 3 
30o C 0.182 0.181 0.179 





29.89 29.52 28.78 29.40 0.57 68.65 66.40 68.26 32.34 0.48 
35o C 0.223 0.224 0.222 45.07 45.44 44.70 45.07 0.37 71.11 71.29 71.38 49.60 0.12 
40o C 0.235 0.238 0.237 49.52 50.63 50.26 50.14 0.57 76.64 76.79 79.46 55.17 0.67 
45o C 0.332 0.329 0.331 85.44 84.33 85.07 84.95 0.57 88.32 89.00 91.29 93.48 1.04 
50o C 0.339 0.339 0.338 88.04 88.04 87.67 87.91 0.57 100.00 100.00 100.00 96.74 0.39 
55o C 0.347 0.348 0.35 91.00 91.37 90.26 90.88 0.37 90.17 90.84 91.91 100.00 0.00 
60o C 0.257 0.261 0.258 57.67 59.15 58.04 58.28 0.57 87.09 88.39 89.42 64.13 0.70 
65o C 0.234 0.236 0.233 49.15 49.89 48.78 49.27 0.74 77.87 79.84 80.09 54.22 0.33 








L. Pengukuran Total Sianida Aplikasi Enzim  
 
Sampel 
Absorbansi X (mg/ml) % Sianida ppm BB ppm BK  Rerata  STDEV 




A1B1 0.342 0.340 0.339 19.64 19.33 19.18 0.01 0.01 0.01 117.82 116.00 115.09 138.23 136.10 135.03 136.45 1.63 
A2B1 0.479 0.480 0.479 40.39 40.55 40.39 0.02 0.02 0.02 242.36 243.27 242.36 284.36 285.42 284.36 284.71 0.62 
A3B1 0.563 0.565 0.566 53.12 53.42 53.58 0.03 0.03 0.03 318.73 320.55 321.45 373.95 376.09 377.15 375.73 1.63 
A4B1 0.598 0.594 0.595 58.42 57.82 57.97 0.04 0.03 0.03 350.55 346.91 347.82 411.28 407.02 408.08 408.80 2.22 
A1B2 0.269 0.268 0.270 8.58 8.42 8.73 0.03 0.03 0.03 257.27 252.73 261.82 301.85 296.52 307.18 301.85 5.33 
A2B2 0.326 0.325 0.323 17.21 17.06 16.76 0.05 0.05 0.05 516.36 511.82 502.73 605.83 600.50 589.83 598.72 8.15 
A3B2 0.354 0.352 0.353 21.45 21.15 21.30 0.06 0.06 0.06 643.64 634.55 639.09 755.16 744.49 749.83 749.83 5.33 
A4B2 0.399 0.398 0.397 28.27 28.12 27.97 0.08 0.08 0.08 848.18 843.64 839.09 995.15 989.81 984.48 989.81 5.33 
A1B3 0.283 0.285 0.286 10.70 11.00 11.15 0.03 0.03 0.03 320.91 330.00 334.55 376.51 387.18 392.51 385.40 8.15 
A2B3 0.385 0.386 0.388 26.15 26.30 26.61 0.08 0.08 0.08 784.55 789.09 798.18 920.48 925.82 936.48 927.59 8.15 
A3B3 0.501 0.503 0.504 43.73 44.03 44.18 0.13 0.13 0.13 1311.82 1320.91 1325.45 1539.12 1549.78 1555.12 1548.01 8.15 







LAMPIRAN 2 Metode Analisa  
 
Metode Ekstraksi Linamarin (Cooke, 1978; Bradbury, Egan and Lynch, 1991; 
Haque and Bradbury, 2004; Sornyotha, Kyu and Ratanakhanokchai, 2007) 
 
a. Menimbang 5 - 20 gram sampel , masukkan kedalam Blender 
b. Tambahkan 100 ml HCL 0,1M  kedalam blender. Blender selama 2 menit  
c. Campuran disaring menggunakan pompa vakum dan simpan filtrat pada 
suhu 4oC  semalam 
d. Filtrat disentrifugasi dingin suhu 4oC, kecepatan 8000 rpm selama 10 – 15 
menit  
e. Supernatan dan pelet dipisahkan,  disimpan pada suhu -20oC 
 
 
Metode Ekstraksi Linamarase  (Haque and Bradbury, 1999; Nwokoro, 2016) 
 
a. Menimbang 20  gram sampel (keadaan dingin / beku) , masukkan kedalam 
Blender 
b. Tambahkan 100 ml buffer fosfat pH 6 0,1M (dingin) dan  1 gram PVP Blender 
selama 2 menit (2x)  
c. Stirer dengan kecepatan 500 – 800  rpm selama 1 jam dengan kondisi dingin 
4oC 
d. Campuran disaring menggunakan pompa vakum  
e. Filtrat hasil penyaringan disentrifugasi dingin kecepatan 8000 rpm  selama 30 
menit suhu 4oC 
f. Supernatan dan pelet (presipitat) hasil sentrifugasi dipisahkan. 














Metode Purifikasi Enzim 
A. Penentuan Konsentrasi Optimum Amonium Sulfat (Yeoh, Bradburry 
And Egan, 1997; Burgess And Deutscher, 2009) 
 
a. Menimbang Amonium sulfat untuk konsentrasi 0%, 20%, 40%, 60%, 80% 
sesuai dengan tabel konsentrasi amonium sulfat. 
b. Supernatan crude enzim diambil sebanyak 20 ml dan ditambahkan amonium 
sulfat pada tiap konsentrasi sedikit demi sedikit. 
c. Campuran tersebut diaduk dengan magnetik stirer selama 24 jam kondisi 
dingin 4oC 
d. Campuran dipisahkan dengan sentrifugasi dingin 4oC pada kecepatan 10.000 
g atau 8000 rpm selama 30 menit. 
e. Supernatan dan pelet hasil sentrifugasi dipisahkan. 
f. Supernatan dari tiap konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80% ditambahkan amonium 
sulfat kembali ke tingkat kejenuhan 20% untuk mendapatkan konsentrasi 
amonium sulfat yaitu konsentrasi 1:  0-20%, konsentrasi 2: 20% - 40, 
konsentrasi 3: 40%- 60%, konsentrasi 4 60% - 80% dan konsentrasi 5: 80-
100%. 
g. Campuran tersebut diaduk dengan magnetik stirer selama 24 jam kondisi 
dingin 4oC 
h. Campuran dipisahkan dengan sentrifugasi dingin 4oC pada kecepatan 10.000 
g atau 8000 rpm selama 30 menit. 
i. Supernatan dan presipitat hasil sentrifugasi dipisahkan. 
j. Presipitat dilarutkan dalam buffer fosfat dan dilakukan  dialisis  
k. Hasil dialisis kemudian diuji aktivitas enzim dan protein untuk mendapatkan 
konsentrasi optimum  amonium sulfat. 
  
B. Presipitasi Amonium Sulfat (Yeoh, Bradburry And Egan, 1997; Burgess And 
Deutscher, 2009) 
  
a. Menimbang Amonium sulfat konsentrasi optimum  
b. Supernatan crude enzim diambil sebanyak 200 ml dan ditambahkan amonium 
sulfat sedikit demi sedikit. 







d. Campuran dipisahkan dengan sentrifugasi dingin 4oC pada kecepatan 10.000 
g atau 8000 rpm selama 30 menit. 
e. Supernatan dan presipitat hasil sentrifugasi dipisahkan. 
f. Presipitat dilarutkan dalam buffer fosfat dan dilanjutkan pemurnian dengan 
dialisis dan dihasilkan enzim linamase hasil purfikasi 
 
C. Dialisis (Andrew, Titus and Zumstein, 2002; Phillips and Signs, 2004) 
 
a. Siapkan kantung selofan/ tabung dialisis dengan cara memotong kantung 
seukuran 20 – 30 cm 
b. Rendam kantung dalam akuades dan gosokkan masing – masing sisi 
hingga terpisah, bilas bagian dalam dan luar kantung 
c. Campurkan 400 ml 10 mM EDTA (pH 8) dan 400 ml 0,05M NaHCO3 dalam 
gelas kimia  
d. Masukkan kantung yang telah dibilas kedalam gelas kimia, dan aduk 
selama 30 menit dengan magnetik stirer 
e. Siapkan 800ml akuades hangat, buang larutan dalam gelas kimia tersebut 
dan gantikan dengan akuades.  Aduk selama 10 menit dengan magnetik 
stirer. Ulangi pencucian akuades hingga 3 kali  
f. Ikat kuat salah satu ujung bagian kantung yang telah dicuci, 
g. Tambahkan sampel protein melalui ujung kantung lainnya, gerakkan 
sampel ke dalam tabung dengan menekan menggunakan jari untuk 
menghilangkan ruang udara dalam kantung dan ikat kuat 
h. Tempatkan kantung dialisis ke dalam gelas kimia yang berisi buffer dialisis, 
aduk dengan magnetik stirer suhu 4oC. Ganti buffer dialisis setiap 2 – 3 
jam, lakukan selama 24 jam 
i. Diambil 2 – 5 ml buffer dialisis dan dimasukkan kedalam tabung reaksi, 
kemudian ditambah 1 ml HCl 6  M dan 5 ml BaCl2 0,1 M. Apabila tidak 
terbentuk endapan, maka dialisis dihentikan.  
j. Keluarkan kantong dialisis dari buffer dan lepaskan ikatan penutup itu 
kantung. Pindahkan sampel kedalam wadah.  
 
Pengujian Aktivitas Linamarase (Brien, Taylor and Poulter, 1991; Sornyotha, 







A. Aktivitas Linamarase  
a. 0,5 ml larutan enzim dalam buffer fosfat 0,1M  (pH 6) dalam tabung reaksi, 
ditambahkan 0,5 ml larutan linamarin dalam buffer fosfat 0,01M  (pH 6). 
b. Inkubasi selama 20 menit pada suhu 32±2 °C 
c. Ditambahkan 2 ml KOH 2%  dan 1 ml larutan asam pikrat ( dibuat dengan 
melarutkan 1 gram asam pikrat : 5g Na2CO3 : 200ml H2O)  pada larutan 
enzim 
d. Campuran tersebut dihomogenkan, reaksi dihentikan dengan 
memasukkan tabung  kedalam es selama 5 menit  
e. Absorbansi sampel dan blanko diukur dengan panjang gelombang 510 nm 
dengan spektrofotometer.  
f. 1 unit aktivitas didefinisikan sebagai jumlah enzim yang melepaskan 1µg 
HCN dalam 10 menit kondisi uji  
 
B. Pembuatan Kurva Standar Aktivitas Enzim 
a. Membuat larutan stok KCN 1000 ppm yaitu, menimbang 1 mg KCN yang 
dilarutkan dalam 1000 ml aquades.  
b. Dari larutan stok KCN, dibuat konsentrasi : 50, 100, 150, 200 µg/ml 
dimasukkan pada tabung 
c. Ditambahkan 2ml KOH 2% dan 1 ml larutan asam pikrat ( dibuat dengan 
melarutkan 1 ml asam pikrat : 5g Na2CO3 : 200ml H2O) , inkubasi 10 menit 
pada suhu 37oC  
d. Dinginkan pada refrigerator selama 20 menit  
e. Absorbansi pada panjang gelombang 510 nm. 







Karakterisasi Enzim Linamarase 
A. Pengukuran pH optimum enzim linamarase (Nwokoro, Ogbonna and 







a. Efek pH pada aktivitas enzim diawali dengan memasukkan 0,5 ml enzim 
linamarase pada tabung reaksi  
b. Ditambahkan 0,5 ml ekstrak linamarin dengan pH yang berbeda yaitu 3,5 
– 7,5 dan diinkubasi pada suhu 50oC selama 1 jam 
c. Reaksi dihentikan dengan memasukkan tabung reaksi pada air es dan 
kemudian dilakukan pengukuran aktivitas enzim  
 
B. Pengukuran stabilitas pH enzim linamarase (Nwokoro, Ogbonna and 
Okpala, 2010; Nwokoro and Anya, 2011) 
 
a. 0,5 ml enzim linamarase dalam buffer pH 3,5 – 9,0 dimasukkan ke dalam 
tabung reaksi dan di inkubasi selama 3 jam suhu 50oC 
b. Reaksi dihentikan dengan menambahkan 0,5 ml ekstrak linamarin dalam 
buffer fosfat 0,2M (pH 6)  
c. Campuran tersebut di homogenkan dengan vortex dan di inkubasi selama 
1 jam suhu 50oC kemudian dilakukan pengukuran aktivitas relatif enzim.  
d. Persentase aktivitas relatif dihitung berdasarkan Nilai pH yang memberikan 
aktivitas enzim tertinggi 
 
pH aktivitas enzim diukur menggunakan larutan bufer konsentrasi 0,1M dan 
pH yang berbeda yaitu  pH 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 bufer asetat , pH 6,0; 6,5; 
7,0;  7,5  buffer fosfat, 8,0; 8,5; 9,0 bufer tris-HCL 
 
C. Pengukuran suhu optimum enzim linamarase 
a. Efek suhu pada aktivitas enzim diawali dengan memasukkan 0,5 ml enzim 
linamarase pada tabung reaksi  
b. Ditambahkan 0,5 ml ekstrak linamarin dalam 0,2M buffer fosfat (pH 6) dan 
diinkubasi  selama 30 menit pada suhu berbeda (30, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 
dan 70oC) dalam water bath 
c. Reaksi dihentikan dengan memasukkan tabung reaksi pada air es dan 
kemudian dilakukan pengukuran aktivitas enzim  
D. Pengukuran stabilitas suhu enzim linamarase 
a. 0,5 ml enzim linamarase dalam tabung reaksi diinkubasi pada suhu 30- 
80oC selama 30 menit dalam water bath 






c. Ditambahkan 0,5 ml linamarin 0,2 M (pH 6,5) dan diinkunbasi selama 30 
menit suhu 30oC 
d. Reaksi dihentikan dengan mendinginkan tabung dalam air es kemudian 
dilakukan pengukuran aktivitas relatif enzim.  
e. Persentase aktivitas relatif dihitung berdasarkan suhu yang memberikan 
aktivitas tertinggi  
 
Metode Pengukuran Protein Bradford  
A. Pembuatan reagen Bradford  
1. 10 mg Coomassie Blue G250 dilarutkan dalam 5 ml etanol 95%  
2. Diihomogenkan larutan tersebut dengan asam fosfat 85% 10 ml.  
3. Ditambahkan aquades hingga volume mencapai 100 ml  
4. Disaring larutan hingga berwana coklat bening. Simpan reagen dalam botol 
gelap 
 
B. Pembuatan Kurva Standar  
1. 10 mg Bovine Serum Albumin (BSA) dilarutkan dalam 10 ml buffer, 
sehingga didapatkan larutan stok 1mg/ml (1000 ppm) 
2. Diambil 1 ml larutan stok dan diencerkan dengan 9 ml buffer, sehingga 
didapatkan larutan stok 0,1 mg/ml (100 ppm) 
3. Diambil larutan stok 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 ; 15  dimasukkan masing-
masing ke dalam labu ukur 10 ml dan ditetapkan menggunakan buffer. 
4. Masing – masing larutan ditambahkan 5 ml reagen Bradford dan 
diinkubasi selama 15 menit 
5. Absorbansi pada panjang gelombang 595 nm. 
6. Gambarkan kurva standar kadar protein yang diperoleh dengan plot nilai 
absorbansi  pada sumbu y dan kadar protein pada masing – masing 
larutan standar pada sumbu x 
7. Hitung persamaan garis linear nya y = ax + b , dan peroleh nilai r 
 
C. Pengujian Total Protein  
1. Dimasukkan 90 µL NaCl 0,9% kedalam tabung reaksi 
2. Dimasukkan sampel sebanyak 10 µL, untuk blanko diisi buffer 100 ml. 
3. Ditambahkan 5 ml reagen Bradford pada masing – masing tabung reaksi 






5. Pengukuran absorbansi sampel dan blanko pada panjang gelombang 595 
nm 
6. Hfitung kadar protein sampel dengan plot ke persamaan regresi kurva 
standar.  
 
Analisa Kadar Sianida Hidrolisis Asam (Bradbury, et al., 1991) 
A. Pembuatan larutan stok KCN dan kurva standar  
1. 75 mg KCN dilarutkan dalam 0,2 M NaOH dan diencerkan dengan 0,2 M 
NaOH hingga 100 ml. dipipet larutan stok 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 dan 1,0 ml 
dimasukkan masing-masing ke dalam labu ukur 10 ml dan ditetapkan 
menggunakan larutan 0,2 M NaOH. 
2. Masing-masing larutan ditambahkan 20 ml 0,1 M H3PO4, 20 ml 4 M H2SO4 
dan 50 ml 3,6 M NaOH 
3. 1 ml blanko dan 1 ml lima larutan lain ditambahkan ke dalam tabung reaksi 
yang telah berisi 7 ml 0,2 M buffer fosfat (pH 6,0) dan dilakukan prosedur 
kolorimetri 
 
B. Ekstrak kacang arbila  
1. Menimbang 5 - 20 gram sampel , masukkan kedalam Blender 
2. Tambahkan 100 ml Hcl 0,1M  kedalam blender. Blender selama 2 menit  
3. Campuran disaring menggunakan pompa vakum dan simpan filtrat pada 
suhu 4oC  semalam 
4. Filtrat disentrifugasi dingin suhu 4oC, kecepatan 8000 rpm selama 10 – 15 
menit  
5. Supernatan dan pelet dipisahkan dan disimpan semalam  
 
C. Total sianida 
1. Diambil 2,0 ml larutan ekstrak dan ditambahkan 2,0 ml 4 M H2SO4, dalam 
tabung reaksi tertutup. Dipanaskan dalam air mendidih selama 50 menit 
dan didinginkan. Larutan disimpan semalam pada suhu 4oC. 
2. Larutan dingin ditambahkan 5 ml 3,6 M NaOH dan larutan disaring jika 
perlu. Larutan didiamkan selama 5-10 menit untuk memastikan reaksi 
lengkap 
 






1. Larutan (1,0 ml) ditambahkan ke dalam 2 tabung reaksi yang masing-
masing telah diisi 7,0 ml 0,1 M buffer fosfat (pH 6,0) 
2. Tabung pertama ditambahkan 2 ml akuades sebagai blanko 
3. Tabung kedua ditambahkan 0,4 ml 5 g/L larutan chloramine-T. Tabung 
didinginkan dalam es selama 5 menit 
4. Ditambahkan 1,6 ml larutan piridin dalam asam barbiturat (dibuat dengan 
menambahkan 40 ml piridin ke dalam 1,00 g asam barbiturat yang 
dilarutkan dalam 200 ml air) 
5. Didiamkan selama 60-90 menit untuk membentuk warna ungu 




E. HCN bebas 
1. Ekstrak kacang arbila 5 ml ditambahkan ke dalam 5 ml 0,2 M buffer fosfat  
(pH 6.0) dan dilakukan prosedur kolorimetri 
 
F. HCN + aseton sianohidrin   
1. Diambil 2 ml larutan ekstrak dan ditambahkan 2 ml 4 M H2SO4 dalam 
tabung tertutup 
2. Larutan didinginkan dalam es untuk mencegah hidolisis linamarin. Larutan 
segera ditambahkan 5 ml 3,6 M NaOH, dan dilakukan prosedur kolorimetri. 
 
Kadar linamarin =  (Total sianida- (aseton sianohidrin + HCN bebas)) 
Kadar sianohidrin  =  ((aseton sinohidrin + HCN bebas)- HCN bebas) 
 
5 Analisa Kadar Sianida Kualitatif 
A. Pembuatan kertas pikrat  
1. Gunting kertas Whatman No 42 atau kertas saring  dengan ukuran (1 
x 7 cm) 
2. Rendam kertas Whatman kedalam asam pikrat jenuh 2,5% ,kemudian 
dikeringkan selama 30 menit  








B. Pengujian HCN 
1. Ditimbang  50 gram dan dihaluskan, masukkan kedalam botol  
2. Ditambahkan 50 ml akuades dan asam tartrat 5% 10 ml  
3. Gantungkan kertas pikrat pada leher botol dan ditutup.  
4. Panaskan botol dengan penangas air 50oC selama 30 menit,  
kemudian amati perubahan warna yang terjadi pada kertas pikrat.  
5. Uji positif HCN ditandai dengan perubahan warna kuning pada kertas 




Analisa Kadar Sianida Pikrat (Egan, Yeoh and Bradbury, 1998; Drochioiu et al., 
2008) 
 
A. Pembuatan larutan stok KCN dan kurva standar  
1. 100 mg KCN dilarutkan dalam 0,2 M NaOH dan diencerkan dengan 0,2 M 
NaOH hingga 100 ml.  
2. Dipipet larutan stok 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 ml dimasukkan masing-
masing ke dalam labu ukur 10 ml dan ditetapkan menggunakan larutan 0,1 
M NaOH. 
4. Masing-masing larutan ditambahkan 10 ml  H2SO4 25%. 
5. 0,5 ml blanko  dan 0,5 ml enam larutan lain ditambahkan ke dalam tabung 
reaksi yang telah berisi 0,5 ml buffer fosfat (pH 10) dan dilakukan prosedur 
pengujian sianida dengan kertas pikrat. 
 
B. Pembuatan kertas pikrat 
1.Gunting kertas Whatman ukuran (1 x 7 cm) 
2. Rendam kertas ke dalam larutan asam pikrat 1,4 gram dalam 100 ml larutan 
natrium karbonat (Na2CO3) 2,5%  
3. Kemudian dikeringkan selama 30 menit.  
 
C. Pengujian Sianida  
1. Ditimbang sampel 25 – 100 mg dan dihaluskan, masukkan kedalam botol  
2. Ditambahkan 0,5 ml buffer fosfat pH 8 






4. Didiamkan selama 16 – 24 jam suhu 30oC 
5. Angkat kertas pikrat dari leher botol dan rendam dalam 5 ml akuades 
selama 30 menit 
6. Absorbansi sampel dan blanko pada panjang gelombang 510 nm.  
7. Tahapan blanko hanya tidak ditambahkan sampel  
 
Kadar Air Metode Termografi (Sudarmadji, Haryono and Suhadi., 2010) 
 
a. Sampel dihaluskan 2 gram dalam cawan petri yang telah ditimbang 
beratnya 
b. Kemudian sampel dikeringkan dalam oven pada suhu 105oC selama 5 jam 
c. Sampel didinginkan dalam desikator dan ditimbang 
d. Sampel dikeringkan lagi dalam oven selama 30 menit  
e. Kemudian sampel didinginkan dalam desikator dan ditimbang 
f. Ulangi perlakuan sampai tercatat berat konstan (selisih penimbangan 
berturut – turut 0,2 mg) 
g. Pengurangan berat merupakan banyaknya air dalam bahan 
h. Perhitungan kadar air berdasarkan berat basah sebagai berikut 
 
𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑎𝑖𝑟 𝐵𝑏 (%) =
 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 − (𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑎𝑘ℎ𝑖𝑟 − 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛)
(𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙)
 𝑥 100 
i. Perhitungan kadar air berdasarkan berat kering sebagai berikut  
 
𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑎𝑖𝑟 𝐵𝑘 (%) =
 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 − (𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑎𝑘ℎ𝑖𝑟 − 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛)
(𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑎𝑘ℎ𝑖𝑟 − 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛)
 𝑥 100  
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